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La souche de myxome infectieux qui a recu le nom de neuro- 
myxome a été obtenue par Hurst, en 1937, aprés huit passages 
du virus de Sanarelli par l’encéphale du lapin [4]. 

Elle est probablement aujourd’hui la moins virulente de loutes 
les souches de myxome; Fenner constate qu’elle n’entraine 
aucune mortalité parmi les lapins auxquels il Vinocule [2]. 

L’objet des recherches que nous rapporterons dans cette note 
a été d’étudier les effets du neuromyxome chez les lapins de 
France ; nous y avons employé quelques lapins de garenne et 
un nombre important de lapins domestiques apparlenant aux 
variétés communément élevées dans le pays (1). 


CARACTERISTIQUES ANATOMO-CLINIQUES DU NEUROMYXOME. 


L’évolution générale du neuromyxome l’apparente aux myxo- 
matoses délterminées par les souches atténuées du virus de Sana- 
relli, mais la bénignité particuli¢re des troubles qu’il engendre 
accentue chez lui les caracléres de ces myxomatoses. Dans les 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957. 
(1) Nous remercions vivement ici le professeur Fenner qui a mis 
a notre disposition un échantillon du neuromyxome de Hurst. 
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conditions les plus favorables, les manifestations inflammatoires 
se limitent a un léger degré de blépharite et de rhinite exsuda- 
tives ; il s’agit ]a d’un élat calarrhal spécifique ; le hquide séreux 
prélevé a orifice nasal d’un lapin a été inoculé, aprés addition 
d’antibiotiques, 4 deux lapins, par voie hypodermique, et 4 deux 
autres par voie tesliculaire ; les premiers ont contracté une myxo- 
matose bénigne, les derniers une myxomatose mortelle (quatorze 
et seize jours). Il se forme des tumeurs en divers points du 
corps : oreilles, paupiéres, pattes, anus, scrotum, vulve, mals ces 
tumeurs sont trés petites, denses et bien délimitées; les plus 
remarquables siégent le long du bord de Voreille, sur la face 
externe de la conque ; il est trés rare qu’elles manquent et assez 
fréquent qu’elles se présentent seules ; elles ont a peine les dimen- 
sions d’une téte d’épingle et donnent un peu, sous les doigts, la 
sensation de grains de sable. Elles pourraient passer imapercues 
si ’on ne prenait soin de palper l’oreille. Leur chute ultérieure 
laissera de petites surfaces glabres ou, 4 un degré au-dessus, de 
pelites perles de substance cutanée ou cartilagineuse, qui dessi- 
neront un feston au bord de Voreille. Antérieurement a la forma- 
tion de ces lésions marginales trés discrétes, l’examen par trans- 
parence du pavillon de l’oreille met parfois en évidence un réseau 
de capillaires dilatés avec de fines ecchymoses. L’évolution 
s’effectue en moins de trois semaines, sans altération de |’état 
général. Toutefois, a la suite de Vinoculation expérimentale, chez 
un certain nombre de lapins, la lésion initiale donne lieu a la 
formation d’une escarre qui n’est éliminée que trés lentement ; 
chez le lapin domestique n° 17 et chez le lapin de garenne n° 120, 
inoculés sous la peau du front, la cicatrisation n’a été achevée 
que trois et quatre mois aprés (tableau III). Enfin, il arrive que 
la blépharite ou la conjonctivite persiste pendant des semaines, 
généralement d’un seul cdté. 

Nous avons réuni dans le tableau I les résultats d’une série 
@inoculations qui, malgré leur diversité, n’ont éveillé que de 
faibles réactions. 


VARIATIONS OBSERVEES DANS LES SUITES DE L INOCULATION. 


Mais ce sont 1a les observations que l’on peut faire dans les 
conditions les meilleures, généralement aprés inoculation par voie 
sous-cutanée. En certaines circonstances moins favorables, et assez 
fréquemment lorsqu’on inocule le virus dans le testicule, il en va 
tout autrement ; la maladie évolue alors avec plus ou moins de 
gravité et peut entrainer la mort; ses manifestations sont celles 
d'une myxomatose nodulaire ou mixte avec, chez un pelit nombre 
de lapins, l'ensemble complet des signes de la myxomatose clas- 
sique. 
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Nous avons constalté, d’autre part, que le méme matériel viru- 
lent pouvait produire des effets trés sensiblement différents d’une 
expérience 4 l'autre. C’est ainsi que, en employant le testicule du 
lapin n° 72 (tableau I), nous avons inoculé par voile sous-cutanée 


Lapins Lieu et 
inoculés 


75 


ue dans le 


cerveau 
Lit 


Oeeoomilr. 
dans 

> chaque 
testicule 


0.25 ml. 
dans le 
derme a 
gauche et 


a droite 


0.50 ml. 
sous la 
peau 


TasLeau I. 


Caractéres anatomo-cliniques 
de la réaction 


Conjonctivite fugace; petites tumeurs 
oreilles puis festons., 


Blépharite et rhinite légéres; peti- 
tes tumeurs oreilles puis festons. 


Blépharite et rhinite légéres; peti- 
tes tumeurs oreilles puis festons; 
nodule scrotum s’escharifiant. 


Blépharite, conjonctivite, rhinite, 
orchite; lésions oreilles. 


Blépharite, conjonctivite, rhinite, 
orchite; lésions oreilles; oedéme 
scrotal. 


Blépharite, conjonctivite, rhinite, 
orchite; lésions oreilles; oedéme 
oreilles et scrotum. 


Papules érythémateuses locales avec 
léger oedéme; lésions oreilles. 


Papules érythémateuses locales avec 
léger oedéme; lésions oreilles. 


Papules qui s’escharifient; blépha- 
rite, rhinite; oedéme auriculaire 
et ano-génital. 


Eschare locale; blépharite; oedéme 
ano-génital; lésions auriculaires. 


Eschare locale; blépharite, rhinite; 
oedéme ano-génital; lésions auricu 
laires. 


Nodute nasal; lésions auriculaires. 


Importance de| Durée de 


Moyenne 


Moyenne 


Grave - Mort 


Légére 


Légére 


Moyenne 


Légere 


Légére 


Légére 


une premiére série de 8 lapins qui, tous, ont résisté, puis, cing 
mois aprés, par la méme voie, et 4 la méme dose, une deuxiéme 
série de lapins dont 8 sur 9 sont morts. Les détails de ces expe- 
riences sont réunis dans le tableau II. 

Dans le méme ordre d’idées, nous avons inoculé, dans deux 
expériences espacées de deux semaines, un méme virus préparé 
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& partir du testicule du lapin n°? R11 (tableau H). La premicre 
expérience comportait l’emploi de 10 lapins de garenne accou- 
tumés a la captivité ; chacun a recu par inoculation sous la peau 
du front 0,5 ml d’une dilution a 10; trois sont morts. La 


TasLeau II 


noculations du 27.3 :0,50 ml A10-2 


Lapins Importance de | Durée de Importance de 
inoculés la réaction | 1’évolut. la réaction 


Grave - Mor 
Moyen. — Mort 
Moyenne 
Grave - Mor 
Moyer — 
Class. - 
Moyen. — 
Grave - If 
Grave - 


Moyenne 
=id= 
Légére 
Moyenne 
Légére 
-ide 
=1d= 
=id= 


ener cr cere erences 


deuxiéme expérience avait pour objet de titrer la virulence de la 
méme pulpe testiculaire ; sur les neuf lapins qui ont contracté la 
myxomatose (au-dela de la dilution 10—* les inoculations ont été 
négatives), deux seulement ont survécu, aux extrémités de 
Véchelle des dilutions (tableau III). 


Tasieau III. 


Inoculations du 16.6 : 
1 ml de dilyt. diverses 


Inoculations du 29.5 
0,50 ml A 10-* 


oe 


Lapins Dilution|Importance de jDurée de 
inoculés |employée| la réaction 


Lapins |Importance de|Durée de 


a j. 10-5 Moyenne 

2 30 4. " Légsre - Mort 

5 BY ac 10-* = |Moyen. - Mort 

ad 20 J. n aahsie Mor 

ee BAL? lo n Snel Mort 

2 abge 1o- | -id~ = Mort 

a 30 Jj. n Grave - Mort 
a 25 J. 10-® -id~ Mogt 
aS 42 j. " Moyenne 

wr COR. 


Trois lapins inoculés avec 0,25 dans chaque testicule sont morts apres huit, onze 
et dix-huit jours. 


Enfin, 4 seize mois d’intervalle, le virus lyophilisé d’origine 
qui nous avait servi pour les premiéres inoculations (tableau 1) 
et que nous conservions 4 — 20° a été inoculé a des lapins, aux 
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mémes doses que la premiére fois; les suites, plus sévéres, se 
sont traduites ainsi : 


INOCULATIONS MALADIES GRAVES MOYENNES LEGERES MORTS 


Intracérébrales. . . . 0 3 4 1/7 
Tntratesticulaires . 2 4 0 3/6 
Sous-cutanées 1 1 24 2/4 


Comment expliquer de tels écarts? Plusieurs hypothéses se 
présentent a Vesprit. 


a) Impureté des souches. — Elle a été invoquée, et nous avons 
pensé qu’elle méritait d’étre prise en considération dans le cas 
des myxomatoses atténuées dues 4 des mutants naturellement 
apparus, I] serait peut-étre moins justifié d’y faire appel en 
matiére de neuromyxomatose ; mais ici les variations observées 
pourraient s’expliquer par une certaine inégalité de virulence des 
particules au sein du neuromyxome, inégalité qui:se ferait jour 
a la faveur d’une dispersion irréguliére desdites particules ; c’est 
la these récemment soutenue par Panthier a propos du virus 
amaril [3]. A cet égard, l’examen des tableaux II et III inciterait 
a penser qu’au sein du matériel conservé a température basse 
(— 20° dans les deux cas) une sélection s’opére au bénéfice des 
particules les plus virulentes. 


b) Variations génétiques de la résistance du lapin. — Leur 
réalité n’est pas niable, et elles sont a Vorigine de certaines ano- 
malies individuelles observées A la suite de JVinoculation des 
mutants naturels du virus ou d’inoculation du virus classique a 
des lapins préalablement inoculés avec le virus du fibrome. de 
Shope. Mais elles n’expliquent pas que l’on enregistre, d'une 
série d’animaux a l'autre, des différences de comportement du 
virus aussi marquées et portant sur un aussi grand nombre 
d’animaux. 


c) Influence des conditions extérieures sur la physio-pathologie 
du lapin. — Nous ne sommes pas éloignés de penser que souvent, 
lorsqu’il s’agit de cas isolés, et presque toujours lorsqu’il s’agit 
de cas multiples, les anomalies observées dans Ja réponse du 
lapin au virus résultent d’un amoindrissement ou d’un fléchisse- 
ment de la résistance organique lié 4 la climatologie, 4 des modi- 
fications du régime alimentaire, & des changements d’habitat. II 
s’agit la d’une notion banale, mais dont Vimportance parait 
s’affirmer singuli¢érement dans le domaine des myxomatoses atté- 
nuées, On peut y trouver, en certains cas, la raison de manifes- 
tations anatomo-cliniques exagérément accusées et dans d'autres 
cas, l’explication d’un taux de mortalité hors de proportion avec 
la gravité des troubles enregistrés. 


554 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Le viRUS DU NEUROMYXOME 
PASSE PAR MEMBRANE CHORIO-ALLANTOIDIENNE. 


Sur membrane chorio-allantoidienne le virus du neuromyxome 
produit des Iésions un peu particuliéres : la membrane, modéré- 
ment cedémati¢e en général, est criblée de fines granulations : 
ensemble formé par ces granulations et les plaques d’cedéme 
évoque image d’une voie lactée. Il arrive que les papules 
s’élalent quelque peu et prennent un aspect cireux ; leurs 
contours sont alors irrégulers. 

Nous avons comparé les effets chez le lapin, de virus ayant 
subi un nombre croissant de passages sur membranes. Nous ino- 
culions des ceufs de poule ayant onze ou douze jours d’incubation 
et nous prélevions les membranes deux ou trois jours aprés. Voici, 
briévement, les résultats des inoculations au lapin, inoculations 
faites sous la peau 4 raison de 0,5 ml d’une suspension & 10—~ 
de la membrane. 

Virus d’origine passé une fois par membrane : 6 lapins ino- 
culés ; 3 maladies Iégeres, 2 maladies moyennes, 1 maladie grave : 
3 morts. 

Virus d’origine passé deur fois par testicule et une fois par 
membrane : 6 lapins inoculés; 3 maladies légéres, 3 maladies 
graves ; 2 morts. 

Virus dorigine passé deux fois par testicule et treize fois par 


ke 


membrane : 5 lapins inoculés ; 4 maladies moyennes, 1 maladie 
grave ; 3 morts. 

Il apparait ainsi qu’aprés deux passages par testicules et treize 
passages par membrane chorio-allantoidienne le virus du neuro- 
myxome produisait chez le lapin les mémes effets que le virus 
d’origine. 


Le VIRUS DU NEUROMYXOME PASSE PAR GCERVEAU. 


Nous avions passé par membrane chorio-allantoidienne notre 
souche d’origine du neuromyxome, lors de ouverture de V’am- 
poule de virus lyophilisé, et les lambeaux de membranes lésées 
étaient conservés & — 20°. 

On fait de ces lambeaux une suspension dense qu’on inocule 
par voie cérébrale a quatre lapins. Deux autres lapins sont ino- 
culés par voie hypodermique. Tous recoivent 0,10 ml de cette 
suspension. Les deux lapins inoculés sous la peau contractent une 
neuromyxomatose d’expression anatomo-clinique normale : infil- 
tration locale du tissu conjonctif, nodules granuleux du bord de 
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Voreille, léger catarrhe oculo-nasal, dyspnée fugace, mais l’un 
guérit tandis que l'autre meurt en dix-sept jours. Les quatre lapins 
inoculés dans le cerveau présentent quelques granules des bords 
de Voreille et un peu de catarrhe oculo-nasal ; deux mourront, 
l'un aprés onze jours, l'autre aprés douze jours ; les deux autres 
sont sacrifiés le dixiéme jour et on préléve leurs encéphales. Ces 
encéphales sont broyés et le broyat est employé a la préparation 
des dilutions successives de raison 10. Quatre lapins recoivent 
par voie hypodermique 1 ml chacun de la dilution 10—; trois 
meurent en douze, vingt et vingt-quatre jours ; le dernier fait une 
myxomatose mixte et guérit; d’autres lapins recoivent par voile 
test ticulaire 0,5 ml de chacune des dilutions suivantes ; des deux 
lapins qui recoivent Ja dilution 10-*, Pun meurt en seize jours, 
l'autre reste indemne mais contractera, aprés une contre-épreuve 
ullérieure, une myxomatose mortelle ; les deux lapins qui rec¢oi- 
vent la dilution 1O—-* meurent en quatorze et vingt jours; des 
deux lapins qui recoivent la dilution 10—*, Pun fait une maladie 
mortelle en vingt-huit jours, y compris une période d’incubation 
de vingt jours environ, l’autre reste indifférent, mais mourra aprés 
la contre-épreuve. Enfin, aucune des dilutions suivantes ne se 
montre virulente. 


De cette expérience, trois notions se dégagent : 
1° Le virus du neuromyxome inoculé par voie sous-culanée a 


été mortel pour 4 lapins sur 6, encore que chez trois de ceux qui 
ont succombé Ja symptomatologie soit restée, objectivement, celle 


d’une myxomatose atténuée, 


2° La teneur en virus de l’encéphale s’est révélée assez faible, 
de Vordre de dix mille unités au gramme. 


Aucune manifestation nerveuse n’a été relevée chez des 
lapins inoculés par voie cérébrale. Jamais, d’ailleurs, au cours 
de nos expériences, et quels que fussent la voie d’inoculation et 
le matériel inoculé, nous n’avons relevé un indice pouvant faire 
penser a l’affinilé du neuromyxome pour la cellule nerveuse, nl 
a une action pathogéne de ce virus sur les centres nerveux ou les 
méninges. 


EFFETS DU VIRUS CLASSIQUE SUR LES ANIMAUX 
PRECEDEMMENT INOCULES AVEC LE VIRUS DU NEUROMYXOME. 


Les essais que nous avons effectués sur ce sujet ont porté sur 
23 lapins choisis dans des groupes diversement traités. Ces 
animaux avaient donc été inoculés d’abord avec le virus du neuro- 
myxome ; 7 n’avaient répondu que par un peu de catarrhe oculo- 
nasal, une lésion locale et la formation de petits nodules auricu- 
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laires; 13 avaient réagi un peu plus, présentant notamment 
quelques nodules aux pattes ou aux paupiéres ou au scrotum ; enfin, 
chez 3, on avait observé une certaine dissémination des nodules 
et de l’oedéme ano-génital ; tous avaient conservé un bon état 
général. Ultérieurement, dans des délais allant de deux mois a 
dix mois, ils ont élé réinoculés avec un virus de haut pouvoir 
pathogéne qui a tué tous les témoins en des délais compris entre 
neuf et douze jours. A cette épreuve sévére, 5 sont restés indif- 
férents (deux avaient recu le neuromyxome dans le derme ; un 
avait été inoculé de neuromyxome par friction de toule la surface 
dorsale épilée et scarifiée ; un avait présenté de Vorchite ; le 
dernier avait réagi trés modérément) ; 16 n’ont répondu que par 
un oedéme ou un nodule local suivi d’une petite escarre du tégu- 
ment; enfin, l’un a présenté un nodule secondaire sur la créte 
nasale et un autre (lapin de garenne n° 100; tableau III) a fant 
une maladie nodulaire caractérisée, d’une durée de quarante jours, 
avec lumeurs multiples aux paupiéres, pattes, anus et dos; °1 
avait recu le virus du neuromyxome quatre mois et demi avant ; 
un prélévement de myxome au cours de la deuxiéme maladie 
a permis de mettre en évidence le virus pathogéne qui avait servi 
a l’épreuve. Conclusions : Le virus du neuromyxome n’engendre 
une immunité totale contre le virus classique que chez une mino- 
rité de lapins, puisque le plus grand nombre répondent localement 
a cette inoculation, encore que ‘aiblement (cedéme et escarre) ; 
chez de trés rares sujets l’infection d’épreuve se généralise, mais 
peut encore conserver le caractére bénin d’une myxomatose nodu- 
laire. 

Enfin, en complément de ce paragraphe, nous rapporterons 
essai suivant qui concerne des lapins vaccinés. Quatre lapins 
recoivent tout d’abord du virus du fibrome de Shope ; neuf jours 
aprés on leur inocule le virus du neuromyxome ; ils ne réagissent 
que par un léger ou tres léger oedéme au point d’inoculation, 
alors que les trois témoins font des maladies nodulaires caracté- 
risées ; cinq mois plus tard, on leur inocule le virus classique 
du myxome ; trois contractent une myxomatose mortelle (en neuf, 
dix el quinze jours); le quatriéme ne répond que par un peu 
de catarrhe nasal et un cedéme local avec une petite escarre. 
Ainsi, dans cette expérience, chez les trois lapins qui ont finale- 
ment succombé, |’immunité engendrée par le virus du fibrome 
élait assez forte, neuf jours aprés l’inoculation, pour s’opposer 
i la muluipheation du virus du neuromyxome et entraver son 
action 4 un point tel que ce virus n’a pu éveiller pour son compte 
une réaction immunitaire de quelque durée ; cinq mois apres, ces 
lapins se trouvaient dépossédés de toute immunité d’origine fibro- 
mateuse aussi bien que d’origine neuromyxomateuse. Ces consta- 
lations, dont nous avons personnellement enregistré d’autres 
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exemples, donnent une idée de la variété des situations que peut 
créer, en matiére d’immunologie, le jeu des divers virus d’un 
méme groupe, au laboratoire et dans la nature. 


TERMINOLOGIE. 


Les constalations que nous avons faites nous conduisent a consi- 
dérer le virus de Hurst comme un virus trés atlénué, mais ne 
différant pas essentiellement des autres souches de virus du 
myxome. Kn effet, 11 est inoculable par toutes les voies, l’inocu- 
lation testiculaire s’avérant, comme toujours, la plus sévére ; il 
est susceptible de se répandre dans tout l’organisme, faisant 
éventuellement des localisations tumorales dans les régions habi- 
tuelles ; enfin, inoculé en dehors des centres nerveux, il ne se 
porte pas électivement sur eux et, pour autant que nous ayons 
pu en juger, il ne détermine pas de troubles traduisant une atteinte 
parliculi¢re de ces centres. De l’étude histologique du neuro- 
myxome, Hurst tirait les conclusions suivantes : « Dans le systeme 
nerveux les lésions sont principalement localisées aux méninges : 
on ne trouve pas de lésions des cellules nerveuses autres que 
celles ayant une origine vasculaire, exceplé dans les ganglions 
dorsaux et lombaires ott les neurones semblent avoir été attaqués 
directement par Je virus ». La question mériterait, peut-étre, 
d’étre examinée a nouveau. Sans autres précisions sur ce point 
et prenant en considération les arguments réunis ci-dessus, nous 
croyons pouvoir émettre, quant a la genése du neuromyxome, 
Vhypothése d’une simple mutation, mutation obtenue expérimen- 
talement au cours des passages par le cerveau, et comparable 
quant a son résultat aux mutations qui s’effectuent fréquemment 
dans la nature. En tout état de cause, il n’apparait pas que le 
virus du neuromyxome soit un virus neurotrope ; il importerait 
de bien préciser que l’appellation de neuromyxome se référe au 
mode d’obtention de ce virus par Hurst, et non a son affinité 
pour la cellule nerveuse. 


RESUME. 


A Végard des lapins de garenne et des lapins domestiques des 
variétés communément élevées en France, le virus du _ neuro- 
myxome se comporte comme un virus trés atténué. Dans les 
meilleures conditions, aprés inoculation sous-cutanée, sa sympto- 
matologie se caraclérise par un léger degré de catarrhe oculo- 
nasal et par la formation, le long et a la face externe du bord 
des oreilles, de trés petites tumeurs denses et bien délimitées. 
Mais, dans certaines circonstances, la maladie se précise davan- 
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tage ; elle évolue avec plus ou moins de gravité et peut entrainer 
la mort; ses manifestations sont alors celles d'une myxomatose 
nodulaire ou mixte ; de rares sujets présentent l’ensemble complet 
des signes de la myxomatose classique. Au point d’inoculation, 
il se forme un cedéme qui s’étend peu, puis, rapidement, la peau 
se nécrose ; les nodules eux-mémes s’escarrifient le plus souvent, 
évolution qui s’ observe fréquemment dans les myxomatoses nodu- 
laires dues a des virus atténués. 

Les variations, assez amples, constatées d’un lapin a l'autre ou 
dune série d’inoculations a l'autre, paraissent étre imputables 
4 des causes multiples, dont les principales pourraient étre : ‘a 
dispersion irréguliére dans les suspensions de particules d’iné- 
gales virulences, les variations génétiques de la résistance du 
lapin, les troubles physio-pathologiques liés a des variations 
climatiques, 4 des modifications du régime alimentaire, a des 
changements d’habitat. Le jeu de ces facteurs diversement conju- 
eués expliquerait Vexagération des manifestations morbides chez 
certains individus et l’élévation inattendue du taux de mortalité 
dans certains groupes de lapins. 

En dépit des écarts enregistrés parfois d’un animal a l’autre 
ou d’une série a l’autre, le virus du neuromyxome offre, dans 
son type, une certaine stabilité, mais il ne présente pas d’affinité 
particuliére pour la cellule nerveuse et il n’apparait pas non plus 
quil exerce une action pathogéne spéciale sur les centres nerveux 
ou les méninges. 

Parmi les lapins qui ont été inoculés avec le virus du neuro- 
myxome, il y en a qui, dans la suite, possédent une immunité 
totale 4 Pégard du virus classique, de haut pouvoir pathogeéne ; 
mais c’est une minorité. La plupart répondent a l’inoculation de 
ce virus classique par la formation d’un cedéme suivi d’escarre, 
au point d’inoculation. Chez de trés rares animaux, |’infection 
d’épreuve se généralise, mais avec les caractéres bénins d’une 
inyxomatose nodulaire. 

Des lapins préalablement inoculés avec le virus du fibrome de 
Shope ont opposé au virus du neuromyxome une résistance telle 
que ce virus, ne pouvant diffuser hors du point d’inoculation, n’a 
éveillé pour son compte aucune réaction immunitaire de quelque 
durée ; et les animaux se sont retrouvés, dans la suite, entiérement 
réceptifs au virus classique du myxome. 

Le terme de neuromyxome pourrait, croyons-nous, induire en 
erreur sur les exigences nutritionnelles et les effets pathologiques 
du virus de Hurst; ce neuromyxome n’est pas un virus neuro- 
trope et son comportement dans l’organisme du lapin ne le dis- 
lingue pas essentiellement des virus atténués, couramment isolés 


dans la nature ; il est probablement le plus atténué des mutants 
actuellement connus. 
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SUMMARY 


IXXPERIMENTAL: STUDY OF NEUROMYXOMA. 


In wild and domestic rabbits bred in France, the symptomato- 
logy of neuromyxoma is characterized by a slight oculo-nasal 
catarrh and the formation, at the outer border of the ear, of very 
small, dense and well delimitated tumors. The course of the 
disease can be more or less severe and even fatal. 

The rather great variations observed between different rabbits, 
or between different series of inoculations, might be due to the 
presence in the suspension of particles of unequal virulence, or 
to genetic variations in the rabbits’ resistance, or to physio- 
pathological alterations due to climatic variations, modifications 
of the diet, changing of habitat, etc. 

Only a minority of the rabbits inoculated with neuromyxoma 
virus become fully immunized against the classical virus ; most 
of them respond to the inoculation of this virus by formation of 
a local oedema, followed by a scab ; in a few animals, the infec- 
tion becomes generalized. 

Neuromyxoma virus is not neurotropic and its comportment in 
the rabbit organism is not very different from that of the attenuated 
viruses frequently isolated in the field. It probably is the most 
attenuated among mutants known to-day. 
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ETUDE DU COMPORTEMENT DU VIRUS DE LA VARIOLE 
EN CULTURES DE TISSUS 


par M. BALTAZARD, A. BOUE et H. SIADAT (*). 


(Institut. Pasteur de lJran) 


Si le virus de la variole peut étre aisément cullivé sur la 
membrane chorio-allantoidienne (M.C. A.) de Voeuf de poule 
incubé selon la technique décrite dés 1937 par Lazarus, Eddie 
et Meyer [4], il semble bien, par contre, que la culture de ce 
virus sur cullures de tissus n’ait encore jamais été obtenue. En 
effet, les quelques références données par les manuels spécialisés, 
tels que la récente Bibliography of the Research in Tissue Culture 
de Murray et Kopech [2], comme se rapportant au virus de la 
variole, ont en réalité trait au virus de la vaccine, par suite le 
plus souvent d’une ee de termes, en particulier en alle- 
mand. Parmi les auteurs cités par Murray et Kopech, Minervin 
et Schmerling [3], qui ita les premiers cultivé le virus de 
Ja variole sur tissus, ont en réalité travaillé avec le virus de Ja 
vaccine, ainsi que le montre la lecture de leur travail en langue 
allemande [4]. Nous n’avons pas pu consulter les publications de 
Haagen [5, 6], mais l’auteur luicméme en a donné une ana- 
lyse [7, 8] dont la lecture est parfaitement explicite : il s’agit 
également du virus de la vaccine. Nauck et Pashen [9, 410], dont 
nous avons pu consulter les publications citées, ont cultivé une 
lvmphe vaccinale humanisée, mais non le virus variolique 
Lauche [44] est cité par Murray et Kopech d’aprés une analyse : 
or, la lecture de cette analyse méme, comme celle des autres 
publications faites & la méme époque par cet auteur, montre 
quil n'a travaillé que sur les cultures de tissus et non sur celle 
de virus. Les articles de Kimura et de ses collaborateurs 42. 
13, 14], également cités par Gastinel dans son article « Virus 
variolique » dans Les ultravirus des maladies humaines (Levaditi 
et Lépine), et dont nous avons pu consulter Voriginal, portent 
uniquement sur un authentique virus de vaccine. Herzberg [45] 
a utilisé la méme souche de vaccine humanisée que Nauck el 
Pashen. Bucher [46], comme le montre le titre méme (« Les cul- 
lures embryonnaires du virus vaccinal et leur utilisation dans la 


(*) Manuscrit recu le 30 décembre 1957. 
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préparation du vaccin anti-variolique ») et la lecture de son tra- 
vail, n’a pas cultivé le virus variolique. Enfin, Barg [47] a égale- 
ment cultivé le seul virus vaccinal, ainsi qu'il ressort du travail 
méme cité par Murray et Kopech et d’autres publications du méme 
auteur [48]. Seul, Reilly, cité par Gastinel, au cours de recherches 
restées inédites [19], a tenté en 1928 la culture du virus variolique 
sur tissus d’embryon de poulet, de rat et de chat. 

Dans une premiére note {20], nous avons montré que cette 
culture pouvait étre aisément obtenue ; nous rapportons ici les 
résullats de cette méthode en ce qui concerne la multiplication 
et le titrage du virus. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


Virus. — Cing souches de virus variolique ont été utilisées au 
cours de ce travail : 

Quatre souches autochtones isolées de varioleux en évolution : 

1° Souche Kachan (200 km au Sud de Téhéran) : épidémie de 
l’été 1955. 

2° Souche Téhéran I: un cas sporadique en novembre 1955 
(nourrisson de 6 mois non vacciné). 

3° Souche Sabzevar (700 km a |’Est de Téhéran) : épidémie du 
printemps 1956. 

4° Souche Téhéran II : décembre 1956. 

5° Une souche étrangére : épidémie de Vannes (France) aima- 
blement mise a notre disposition par P, Lépine, ayant subi trois 
passages sur lceuf depuis son isolement. 

Dans l'étude des souches autochtones, le diagnostic de variole 
a été confirmé au laboratoire par les méthodes classiques : inocu- 
lation & la membrane chorio-allantoidienne de l’ceuf incubé, pas- 
sage sur la peau du lJapin d’une suspension préparée avec la 
M.‘C. A. infectée. Dans la suite (souches Sabzevar, Téhéran II) 
nous avons également utilisé la culture sur tissus pour lidentifi- 
cation du virus. Le matériel virulent a élé employé soit frais, soit 
aprés conservation & — 25° C (dix mois pour la souche Kachan). 

Différents types de suspensions virulentes ont été utilisés : 

1° Suspensions préparées a partir de liquide de pustules vario- 
liques prélevé dans des effilures. L’effilure et son contenu sont 
broyés dans un tube avec une baguette de verre, le broyat est 
mis en suspension dans | a 2 ml de solution tamponnée (solution 
de Hanks), puis centrifugé (2 000 tours, dix minutes). Le liquide 
surnageant constitue la suspension virulente. 

2° Suspensions préparées a partir de crotiles varioliques, soit 
prélevées sur le malade, soit ramassées dans le lit ou méme sur 
le sol de la chambre. La crotte est broyée au mortier (au besoin 
avec une poudre inerlte), mise en suspension dans 1 ml de solution 
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tamponnée, puis centrifugée. On a intérét a utiliser une solution 
tamponnée a laquelle on ajoute, par millilitre, en plus des anti- 
bioliques habituels (pénicilline, 100 U, et streptomycine, 100 ug), 
de la tétracycline, 50 pg, et surtout de la nystatine, 50 U/ml. 
Malgré ces précautions, les crottes prélevées sur la face, en parl- 
culier autour des orifices nasal et buccal, toujours trés souillés, 
se prétent mal a l’isolement du virus et on leur préférera les 
crotites prélevées sur le trone et les membres. 

3° Suspensions préparées a partir de broyat de membranes 
chorio-allantoidiennes. 


Techniques. —- Nous avons utilisé la technique de culture de 
tissus en tubes roulants décrite par Gey [24], telle que l’ont déve- 
loppée Robbins, Weller et Enders {22}. Nous employons un milieu 
nutritif a la lactalbumine dérivé de celui de Melnick [23] : solution 
de Hanks, 62 ml; solution d’hydrolysat de lactalbumine a 
50 p. 100, 10 ml; liquide amniotique bovin, 23 ml; sérum de 
cheval, 5 ml; auquel sont ajoutés les antibiotiques. 

Pour la préparation des explants, les différents tissus suivants 
ont été utilisés : tissus d’embryon humain (2 4 4 mois), peau et 
rein; tissu de lapin adulte, rein; tissus de lapin nouveau-né 
(1 jour), rein et coeur; tissus d’embryon bovin, peau et rein ; 
tissus d’embryons ovin et caprin, peau et rein; tissu d’embryon 
de souris, cerveau. 

Les tubes de culture recoivent 2 ml de milieu nutritif, changé 
tous les quatre ou cing jours. L’imoculation des suspensions viru- 
lentes est faite en général quatre jours aprés la mise en culture 
des explants, c’est-a-dire lors du premier changement de milieu 
nutritif ; nous avons pratiqué des inoculations sur des cultures de 
1, 2, 38, 8 et 12 jours sans modifications dans les résultats. 


RESULTATS. 


Effet cytopathogéne. — ‘La multiplication du virus de la 
variole sur cultures de tissus de mammiféres s’accompagne d’un 
effet cytopathogéne. Les cellules s’arrondissent, se séparent les 
unes des autres, deviennent trés réfringentes, se nécrosent et 
disparaissent. Ce processus s’accompagne d’une augmentation de 
lopacité des cellules donnant au tapis cellulaire entourant l’explant 
un aspect opalin bien visible a l’ceil nu. 

Cet effet cytopathogénc, retrouvé avec tous les tissus que nous 
avons étudiés, atteint a la fois les fibroblastes et les cellules 
epithéliales. La date d’apparition des lésions dépend du taux de 
la suspension virulente inoculée. Sans qu’il soit possible de faire 
du délai d’apparition des Iésions cytologiques une méthode de 
fitrage, on peut établir une relation entre ce délai et le titre de 
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la suspension permettant d’orienter des titrages plus précis 
(tableau I). 


TasLeau I. 


Taux de la suspension | Date d’apparition des 
virulente en D.1.C. 50] Iésions cytologiques 


<10! 7 3 8 jours 
10! 6 a 7 jours 
102 43 5 jours 
105 3a 4 jours 
te 24 3 jours 
105 2% 3 jours 


Pour les virus adaptés par de nombreux passages, ces chiffres 
doivent é¢tre modifiés et le délai raccourci, mais nous avons 
retrouvé des délais équivalents pour toutes les souches que nous 
avons étudiées au cours des premiers passages. 

La propagation des lésions a lintérieur de la culture se fait 
selon deux processus différents’ que l’on distingue aisément a 
examen microscopique des tubes : 

Une propagation directe de cellule 4 cellule ; ce processus est 
particuhérement net lorsqu’on examine des cultures inoculées avec 
un faible taux de virus (50 DICS50 ou moins). On voit alors appa- 
raitre, dans un tapis cellulaire trés étendu (le délai d’apparition 
des lésions a permis a la culture de proliférer largement depuis 
Vinoculation) et & proximité de |’explant, quelques cellules arron- 
dies et réfringentes groupées, tranchant sur la couche réguliére 
des cellules encore normales. Ce début des lésions est particulié- 
rement net dans les tapis de fibroblastes ou il donne un aspect 
de petites zones de cellules arrondies rayonnant a partir de 
explant. L’examen régulier de la culture va montrer, au cours 
des jours suivants, une extension des lésions aux cellules avoisi- 
nantes, Trente-six 4 quarante-huit heures aprés l’apparition de 
ces premiéres cellules arrondies on peut, au méme endroit, ,noter 
un aspect trés caractéristique : dans un tapis de cellules normales, 
une zone ovalaire bordée de cellules rondes et granuleuses cen- 
irée par une lacune correspondant a |’emplacement des premiéres 
cellules atteintes, qui ont disparu. Cet aspect « mité » de la 
culture a été retrouvé avec toutes les souches (fig. 1 a 4). Il est 
toujours transitoire et céde la place aux images dues au deuxiéme 
processus de propagation du virus par diffusion dans le liquide, 
qui provoque des lésions sur l’ensemble de la culture, amenant 
rapidement une nécrose de la totalité des cellules. Ces lésions 
cytologiques disséminées sur toute la surface de Ja culture se 
voient d’emblée dans les tubes inoculés avec de fortes concen- 
trations de virus. 
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Tilrage. — De méme qu’il est possible de le faire pour de 
nombreux virus, l’effet cytopathogéne permet le titrage des sus- 
pensions de virus variolique sur cultures de tissus. 


we 
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Tous nos titrages ont été faits sur cultures en tubes roulants 
de tissu rénal de lapin nouveau-né. Nous avons choisi ce tissu 
de préférence A d’autres tissus embryonnaires, parce qu'il était 
pour nous le plus aisément disponible et parce qu’il donne des 


cultures rapidement proliférantes et sans lyse de la couche plas- 
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matique. Les cultures ainsi obtenues sont le plus souvent des 
cultures mixtes de cellules épithéhales et de fibroblastes, ces 
dermers ayant tendance a recouvrir toule la culture. Les cultures 
d’un seul type cellulaire ou les cultures mixtes ne montrent 
dailleurs aucune différence de sensibilité au virus de la variole ; 
les cellules sont toujours toutes détruites, les fibroblastes montrant 
seulement une plus grande résistance et disparaissant moins vite 
que les cellules épithéliales. Nous avons fixé a dix jours la durée 
d’observation des tubes aprés lTinoculation des suspensions a 
titrer, aucun effet cytopathogéne n’apparaissant jamais apres ce 
délai (voir tableau I). En outre, le liquide nutritif prélevé le 
dixieme jour dans les tubes ne présentant pas de lésions n’est 
pas virulent, qu'il s’agisse de tubes appartenant A une série de 
tubes négatifs ou de tubes appartenant a une série partiellement 
positive, 

Nous avons pu effectuer 4 plusieurs reprises avec nos diffé- 
rentes souches des titrages comparatifs d’une méme suspension 
virulente sur tubes roulants et sur membrane chorio-allantoi- 
dienne. Ces titrages montrent que la sensibilité des deux milieux 
est a peu prés identique, que l’on lise la réaction de la M.-C. A. 
par présence-absence de pustules ou par dénombrement des pus- 
tules. Le tableau II montre le titrage comparé de_ plusieurs 
liquides de virulence différente ott le résultat sur M.C. A. est 
chiffré par présence ou absence de pustules. 


TapLeau II. 


aie pas xe ES aes 
Titrage sur cultures 4,6 1,75 
ae oa ae jose fiot [rors | iors ioe | 


Par dénombrement des pustules sur M.C.A., on arrive en 
moyenne a obtenir 1 a 3 pustules pour un liquide titrant sur 
tubes roulants 10°5 DIC50 et 10 pustules pour un liquide titrant 
10** DIC5O. 

Nous avons également effectué des titrages sur des tubes 
immobiles (stationary tubes) de cultures en couche mono-cellulaire 
selon la technique de Dulbecco et Vogt [24] et de Youngner [25]. 
Les résultats des titrages comparatifs de mémes suspensions viru- 
lentes, sur cultures en tubes roulants ou sur cultures en couche 
mono-cellulaire préparées a partir de rein de lapin nouveau-né, 
sont exactement superposables. 
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Il est évidemment impossible d’utiliser, comme pour le virus 
de la poliomyélite, des tests colorés pour la lecture des résultats . 
les délais d’apparition de l’effet cytopathogene avec le virus de 
Ja variole sont trop longs, et la prolifération cellulaire qui précéde 
l’apparition des lésions cytologiques entraine toujours une varia- 
tion de pH (en particulier dans le titrage des suspensions de 
taux faible). 

Les lectures sont toujours faites au microscope : un seul examen 
des tubes au dixiéme jour est suffisant, l’intensité des lésions 
a ce moment permettant une lecture aisée et rapide. 


Multiplication du virus. — ‘La courbe de multiplication du virus 
variolique (fig. 5) en cultures de tissu rénal de lapin nouveau-né 
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a été établie d’aprés les résultats de quatre expériences identiques : 
une série de tubes roulants est inoculée avec 2 ml, représentant 
10° DIC50, d’une suspension titrée de broyat de membrane chorio- 
allantoidienne ; aprés trois, six et douze heures, puis toutes les 
vingt-quatre heures, trois tubes sont prélevés au hasard et les 
liquides mélangés pour titrage. 

La lecture de cette courbe montre que : 

a) Le taux du virus dans la phase liquide décroit rapidement 
pendant les six premiéres heures, période de fixation du virus. 
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b) A partir de la septi¢me heure le taux du virus reste 4 peu 
prés constant dans le hquide jusqu’a la dix-huitiéme heure. 

'‘L’expérience suivante montre que c’est bien 4 l’arrét du phéno- 
méne de fixation qu’est due cette stabilisation du taux du virus 
dans le liquide, et non & un début de libération de virus par les 
cellules, qui viendrait masquer la décroissance due.a une conti- 
nuation du processus de fixation. Une série de tubes est inoculée 
avec 10°? DICS50 ; aprés douze heures la totalité du liquide de ces 
tubes est remplacée par du milieu nutritif neuf. Ce milieu est 
ensuite prélevé et changé toutes les deux heures. Le titrage sur 
tubes roulants montre l’absence compléte de virus jusqu’a la 
vingtiéme heure. 

La constance du taux du virus dans la phase liquide entre la 
septi¢me et la dix-huitiéme heure est donc due a la survie dans 
le liquide du virus inoculé aprés la fin de la période de fixation. 
Cette survie a4 37°C a pu par ailleurs étre vérifiée dans des 
séries de tubes roulants sans explants, inoculés parallélement aux 
précédents : le taux du virus reste 4 peu prés constant jusqu’a 
la dix-huitiéme heure (courbe pointillée). 

Ce phénoméne de persistance du virus dans le liquide est 
constant : il existe donc toujours une non-fixation sur les cellules 
d’une partie du virus inoculé. Cette non-fixation se retrouve dans 
tous les cas, quelle que soit la quantité de virus présent dans 
Vinoculat : des séries de cing tubes roulants sont inoculées avec 
des taux de 21, 210, 2 100 DIC50; a la sixiéme heure les liquides 
de chaque série sont prélevés et mélangés. Le titrage montre qu'il 
reste encore respectivement 3, 100, 237 DIC50 : la partie non fixée 
du virus semble donc proportionnelle a la richesse de l’inoculat. 

Ce phénoméne ne peut étre expliqué par une qualité spéciale 
de certains éléments virulents, manquant par exemple de pouvoir 
d’agressivité vis-a-vis de la cellule: en effet, ce virus non fixé 
restant dans un liquide peut étre fixé sur les cellules « neuves » 
d’autres tubes. C’est le cas de tous nos titrages positifs faits 
entre la sixiéme et la dix-huitiéme heure, et nous avons pu, dans 
un cas, opérer quatre « transferts » successifs d’un méme liquide 
en récupérant 4 chaque transfert une quantité suffisante d’un virus 
capable d’infecter la série de tubes suivante. 

Il ne peut s’agir non plus d’une « saturation » de toutes les 
cellules de Ja culture, puisque ce phénoméne peut étre observé 
méme avec des inoculats trés faibles, ot le nombre des éléments 
virulents peut étre considéré comme trés inférieur a celui des 
cellules. De méme on ne peut invoquer une inaptitude des 
cellules ou de certaines cellules de la culture a fixer le virus, 
puisqu’a la suite de la multiplication du virus toutes les cellules 
finissent par étre infectées. 
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On doit done invoquer la possibilité de lexistence d'un « équi- 
libre » entre la quantité de virus fixé par les cellules et la quantite 
de virus libre dans le liquide. 

c) C’est vers la vingt-quatriéme heure que devient sensible 
augmentation du taux du virus dans le liquide par suite de la 
libération de virus par les cellules. La courbe, faiblement ascen- 
dante jusqu’au quatriéme jour, commence a monter fortement 
alors qu’apparaissent les premieres lésions cylologiques. 

d) La courbe atteint son sommet les sixiéme et sepliéme jours, 
au moment ott les lésions ont atteint l’ensemble des cellules de la 
culture. 


e) Le taux du virus décroit alors lentement jusqu’au vingti¢me 
jour, date a laquelle nous n’avons jamais pu le retrouver dans 
le liquide. Il s’agit donc d’une disparition lente : le taux du virus 
est encore de 10? DIC50O le treiziéme jour, bien que depuis le 
huitiéme jour on ne puisse voir aucune cellule vivante dans les 
tubes en dehors des explants, alors que dans les expériences 
paralléles de conservation du liquide a 37°C dans des tubes 
roulants sans cellules la disparition est totale en moins de trois 
jours. Melnick [26] a constaté avec le virus de la poliomyélite un 
phénoméne semblable, qu’il attribue 4 une libération de virus par 
des cellules qui survivraient dans l’explant méme. 


Explants. — Dans les explants prélevés au cours de ces essais, 
nous n’avons pas étudié le taux du virus, mais seulement 
recherché si le virus était toujours décelable dans les cellules 
infectées. Pour cetle recherche, apres prélévement du liquide dans 
les tubes, les explants sont lavés, décollés avec la couche cellu- 
laire qui les entoure, congelés & — 25°C, puis décongelés et 
broyés : le broyat mis en suspension dans 1 ml de solution de 
Hanks est centrifugé (1 500 tours, dix minutes), le liquide surna- 
geant est inoculé a une série de tubes roulants. 

Dans un premier essai le virus variolique n’a pas été retrouvé 
dans les explants prélevés une, trois, six, huit, dix, douze, quinze 
et dix-neuf heures aprés Vinoculation d’une suspension virulente 
titrant 10%° DIC50; par contre, le virus est présent dans les 
explants prélevés 4 partir de la vingt-quatri¢éme heure. Dans un 
deuxiéme essai semblable, portant sur une série de tubes inoculés 
avec une suspension titrant 10°° DIC50, les explants prélevés une, 
deux, trois, six et neuf heures aprés l’inoculation ne contenaient 
.pas de virus décelable. Cette absence de virus dans des cellules 
sur lesquelles le virus est théoriquement déja fixé permet d’affir- 
mer quil existe, au cours de la multiplication du virus de la 
variole, une phase d’éclipse. Une phase d’éclipse semblable et 
de méme durée avait déja été observée par Crawford et San- 
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ders [27] au cours de leurs études sur la multiplication du virus 
vaccinal en culture de tissu cutané de lapin adulte. 


Passages. — A partir de liquide de pustules varioliques (souche 
Kachan), nous avons effectué 16 passages sur cultures de rein de 
lapin nouveau-né. Au seiziéme passage l’inoculation du liquide 
par scarification cutanée au lapin ne provoque toujours aucune 
lésion et Vinoculation a la M.C.A. donne toujours les petites 
pustules caractéristiques de la variole. La seule modification est 
une adaptation du virus a la culture sur tissus caractérisée par 
un raccourcissement du délai d’apparition de l’effet cytopatho- 
géne : aprés quarante-huit heures pour des suspensions titrant 
10? DIC50 on ne voit plus l’aspect « mité » des cultures mais des 
lésions diffusant d’emblée a l'ensemble de la culture. Le taux 
du virus dans le liquide prélevé le sixiéme jour atteint 10° DIC50. 
Cette constance des caracléres du virus variolique aprés de nom- 
breux passages sur cultures de tissus est 4 rapprocher du compor- 
tement du virus sur membrane chorio-allantoidienne, ainsi qui 
ressort des travaux de Nelson [28] et de Downie et Dumbell {29}. 


RESUME. 


Des virus de variole d’origines diverses, étudiés en cultures de 
lissus, produisent un effet cytopathogéne, caractérisé par sa 
lenteur (par comparaison au virus vaccinal, par exemple). 
L’étude du développement du virus en cultures de tissus montre 
également une phase de fixation relativement longue : six heures. 
‘La fixation est toujours incomplete, limitée a une parve du virus, 
proportionnelle 4 la quantité inoculée. Le virus montre une « phase 
d’éclipse » et ne peut étre retrouvé qu’a partir de la vingiéme 
heure dans les cellules, moment ott celles-ci commencent a libérer 
Je virus dans le liquide nutritif. 

Le maximum de développement du virus correspond au maxi- 
mum de l’effet cytopathogéne (sepliéme jour), aprés quoi le taux 
du virus baisse lentement jusqu’au vingtiéme jour. 

Les passages répétés en cultures de tissus n’altérent pas les 
caracteres du virus. 


SUMMARY 


STUDY OF THE COMPORTMENT OF VARIOLA VIRUS 
IN: TISSUE CULTURE. 


Different strains of variola virus have been studied in tissue 
culture. They possess a cytopathogenic activity, which is charac- 
terized by its slowness (compared to vaccinia virus, for example). 
The development of the virus shows a relatively long fixation 
phase : six hours. The fixation is always incomplete and limited 
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io a quantity of virus proportional to the inoculated quantity. 
There is an « eclipse phase » and the virus cannot be demons- 
trated in the cultures before the twentieth hour, when the cells 
begin to release virus in the medium. 

The maximum development of virus corresponds to the maxt- 
mum cytopathogenic effect (seventh day), then the titer of virus 
slowly decreases until the twentieth day. 

Transfers in series in tissue culture do not modify the properties 
of the virus. 
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CULTURE DU VIRUS DE LA FIEVRE APHTEUSE 
(TYPE O) EN CULTURE DE TISSUS DE REINS DE PORC 


Il. — ETUDE AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE 
DE L’EVOLUTION DES CELLULES INFECTEES 


par P. GUILLOT (*). 


(Travail du Service des Virus [D* P. Lépine], 
Institut Pasteur, Paris) 


Dans une précédente étude [41], nous avons montré qu'il était 
possible d’entretenir le virus de la fiévre aphteuse (type O) par 
passages successifs en cultures de tissus de reins de pore et nous 
avons cherché a déterminer lVinfluence de quelques facteurs phy- 
sico-chimiques sur l’infectivité. 

Parallélement, nous avons essayé de suivre au microscope élec- 
tronique l’évolution des cellules infectées pour compléter les 
informations fournies par le microscope optique montrant une 
altération du noyau et des inclusions nucléaires, qu’a décrites 
Kkhéra [2]. 


MATERIEL. 


I. Virus. — Le virus, du type O, est exclusivement celui entre- 
tenu par passages sur cultures de tissus. Nous avons utilisé du 
virus de différents passages a des concentrations variées pour 
oblenir une attaque et une dégénérescence des cultures plus ou 
moins rapides. 


IJ. CuLtrures pe tTissus. — La technique a déja été décrite [4] 
et n’a subi d’autre modification que le choix des tubes. II s’agit 
de tubes a lamelle (voir Barski [8]) dans lesquels les cellules se 
développent sur une lamelle de verre couvre-objet qu’on peut 
ensuite retirer pour effectuer les traitements de fixation, colora- 
tion et autres. 


III. Inctustons. — Les inclusions sont faites dans du métha- 
crylate de butyle uniquement, purifié par distillation sous une 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1958. 
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pression de 16 mm de mercure ; on ne recueille que la fraction 
qui passe 4 la température de 59°C. La polymerisation s’effectue 
apres addition de 0,2 g de benzoine pour 120 cm* de méthacrylate, 
en 4 a 6 heures d’exposition aux rayons ultra-violets. 


M&THODEsS. 


Les tubes recoivent 2 cm? de suspension cellulaire et sont mis 
a létuve a 37°C en position stationnaire presque horizontale. 
Au bout de 4 A 6 jours, le tapis cellulaire a compléltement recou- 
vert la lamelle. L’inoculation est toujours pratiquée sur des 
cullures assez jeunes, de moins de 10 jours. Aprés avoir vidé le 
milieu, on rajoute 1,8 cm’ de milieu neuf, puis 0,2 cm® de sus- 
pension virulente diluée. 

Pour une dilution 10— 4 10—*, l’attaque est assez lente et permet 
de prélever quelques lamelles toutes les 6 ou 12 heures jusqu’a 
48 heures aprés l’inoculation. Au contraire, pour une dilution 
10 ou 10-?, l’'attaque est trés rapide et généralisée, la majorité 
des cellules dégénérant simultanément ; toutes les lamelles sont 
alors fixées et prélevées au méme moment. L’expérience prouve 
que cette derniére méthode est préférable car elle donne plus de 
chances de trouver, au cours des coupes, des cellules malades. 

A Vinstant choisi, on retire le milieu des tubes, ceux-ci sont 
lavés deux ou trois fois avec une solution physiologique tam- 
ponnée soit au phosphate, soit au véronal. La fixation se fait 
ensuile dans une solution d’acide osmique a 1 p. 100 dans un 
tampon acétate-véronal préconisé par Palade [4], a la température 
de 2 a 4° 'C pendant 12 heures pour certaines expériences ; ce 
temps a été réduit sans inconvénient apparent a 1,5 heure, pour 
les derniéres. Apres lavage avec la solution tamponnée A |’acétate- 
véronal, les lamelles sont retirées des tubes et passent dans des 
solutions alcooliques de concentrations croissantes. Les cellules 
sont alors détachées par grattage de la lamelle et introduites dans 


Prancue I, 


Fic. 1. — Cellule normale de rein de pore vieille de 6 jours. Le noyau qui occupe 
presque toute Ia figure se présente en deux parties, la coupe ayant ecu lieu au 
travers d'une invagination. Gross. 20000 x. 


Fic. 2. — Cellules normales de rein de porc. Les deux noyaux appartiennent 
manifestement 4 deux cellules différentes, car on distingue au milieu les membranes 
cytoplasmiques. Gross. 16000 x. 


Fic. 3. — Cellules de rein de pore 48 heures aprés l'infection par du virus aphteux 

de type O. Les noyaux sont arrondis, le cytoplasme réduit. Celui de droite 

représente le début de l’infection. Celui de gauche est A un stade plus avancé. 
Gross. 5 200 xX. 
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Fic. 4. —- Cellule de rein de pore 25 heures aprés Vinfection par le virus aphteux. 
On yoil bien la transformation du contenu nucléaire en une substance lromogtne, 
assez dense aux électrons. Gross. 16000 x. 


Fie. 5. — Cellule de rein de pore 48 heures aprés Vinfection par le virus aphteux. 

A Vintérieur du noyeu apparaft une inclusion constliluée de particules mal 

individualisées au seim dune substance plus dense aux électrons que le reste du 
noyau. Gross. 20000 x. 


Fic. 6. — Cellule de rein de pore 30 heures aprés Vinfection par le virus aphteux. 
La membrane nucléaire semble rompue et le contenu du noyau ponclué de 
particules se répand. Gross. 20 000 x. 
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Prancne If. 


Prancue III. 


Fic. 7. — Portion de rneyau ‘de cellule de rein de pore 48 heures aprés Vinfection 
par Je virus aphteux. Au yoisinage de ce qui peut étre le nucléole, on voit une 
inclusion du méme type que celle de la fig. 5. Gross. 50000 x. 

Vic. 8. — Cellules de rein de pore 48 heures aprés Vinfection par le virus aphteuy. 
Le noyau de droite semble vidé d'une partie de son contenu. A cdté du nucléole, 
en bas, on peut distinguer quelques particules. Gross. 16000 x. 
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Poancue 1Y, 


Fic. $. — Cellules de vein de pore 48 heures apres Vinfeclion. A droite, portion de 

noyau normal, peu homogene avec un cyioplasme abondant. Dans le noyau de 

gauche, on distingue deux inelustons formées de particules. Le cyloplasme est 

presque inexistant, i2 membrane cyloplasmique cst tres proche de la membrane 
nucléaire, Gross. 50 000 Xx. _ 
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des capsules de gélatine que l’on remplit de la solution de métha- 
crylate et de benzoine et qui sont soumises aux radiations ultra- 
violettes (1). 

Chaque fois qu’une telle inclusion a lieu, on fixe au Bouin une 
lamelle identique, pour une coloration ultérieure a lhémalun- 
éosine, permettant de contrdler au microscope optique l’aspect de 
Ja dégénérescence cellulaire (2). 

Les ‘cultures témoins non inoculées sont fixées et incluses en 
méme temps que les derniers prélévements des cultures infectées. 

Les blocs obtenus aprés polymérisation sont coupés a l'aide 
d’un microtome Stiassnie 4 avance par dilatation thermique et 
avec des couteaux de verre. Il est A noter que angle du couteau 
doit étre aussi réduit que possible : pratiquement, il ne peut 
guére étre inférieur A 35-40°. L’angle de dépouille frontale doit 
aussi élre supérieur a 30°. 

‘Les coupes recueilhes a la surface de l'eau d’un petit récipient 
luté autour du couteau sont montées directement sur des grilles 
recouvertes d’une membrane de formvar et examinées, aprés 
séchage, au microscope électronique Siemens, Elmiskop I. 


R&ESULTATS. 


Conformément aux observations que l’on peut faire au micro- 
scope optique, les altérations les plus remarquables sont du type 
nucléaire. Le cytoplasme subit des modifications, mais il est trés 
difficile de les meltre en évidence car le cytoplasme des cellules 
saines présente lui-méme un aspect trés varié. 

Le noyau au contraire garde un aspect assez constant chez les 
cellules saines : entouré plus ou moins complétement d’une double 
membrane, le contenu est assez peu dense, irréguliérement dis- 
tribué par paquets, avec parfois des nucléoles qui se distinguent 
par leur densité et leur homogénéité. Ces noyaux ont fréquem- 
ment des invaginations, invisibles au microscope optique, qui, 
suivant lincidence de la coupe, peuvent créer V’apparence de 
deux noyaux (pl. I, fig. 1 et 2). 

Un des caractéres les plus frappants des cellules infectées est 
Ja forme beaucoup plus réguliére, plus ramassée, des noyaux : 
on ne voit plus d’invaginations aussi étirées. Cela correspond 
a l’aspect globuleux visible au microscope optique. 

Aprés un certain nombre d’observations, nous avons pu classer 
les noyaux, suivant leur aspect, en quatre types principaux. Ces 


(1) Nous remercions M¥@ Sisman d’avoir bien yvoulu s’occuper des 


inclusions. 
(2) Nous remercions M™ Collombier d’avoir bien voulu se charger 


de ces colorations. 
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quatre types se retrouvent dans les inclusions, pour toutes les 
durées de Vinfection et tous les degrés de l’attaque, pourvu que 
le nombre de coupes examinées soit assez grand. Aussi, pour 
déterminer l’ordre chronologique d’apparition de ces types, a-t-il 
fallu dénombrer les noyaux appartenant 4 lun ou l’autre de 
ceux-ci. On peut admelttre que, si les noyaux du type 1 sont bien 
plus fréquemment visibles que ceux du type 3, le type | représente 
un stade plus précoce de l’infection que le type 3. C’est le seul 
procédé, qui n’est pas a l’abri de toute erreur, qui permette de 
déterminer le déroulement de l’infection. 

Sur environ 2500 noyaux dénombrés, plus de la moitié, 
57 p. 100, avaient un aspect normal, bien que sur les lamelles 
colorées correspondantes, la majorilé des cellules semblaient 
atlaquées. Deux hypotheses se présentent : les altérations n’appa- 
raissent au microscope électronique qu’a un stade plus avancé 
que celui correspondant a Vaspect typique, en grappes, des 
cellules infectées, visible au microscope optique ; ou, ce qui est 
plus probable, Jes cellules malades n’adhérent plus aussi ferme- 
ment a la lamelle de verre, et elles s’en détachent au cours des 
bains successifs, la proportion des cellules saines se trouvant 
ainsi bien plus élevée dans linclusion finale que sur la lamelle 
dont on est par. 

Le premier stade de l’infection se caractérise par une homo- 
eénéisation du contenu nucléaire, peu dense aux électrons, accom- 
pagné ou suivi de l’envahissement du noyau par une substance 
beaucoup plus dense, 4 partir de la membrane basale ; ce stade 
est représenté par le noyau de droite de Ja figure 3. 

Le noyau de la figure 4 (pl. IJ) montre l’envahissement par la 
substance opaque, et qui est presque terminé pour le noyau de 
gauche de la figure 3 (pl. I). Tous les degrés intermédiaires 
entre l’état du noyau de droite et celui du noyau de gauche de 
la figure 3 sont représentés par 35 p. 100 environ des noyaux 
dénombrés. 

Au cours d’un troisiéme stade, au sein des noyaux, on peut 
déceler des inclusions, trés denses aux électrons, composées de 
particules enrobées d’une substance assez homogéne qui en 
masque la forme et la taille. Ces particules, assez mal indivi- 
dualisées, semblent polygonales et de l’ordre de 15 a 25 mu 
(pl. II, fig. 5, 6; pl. HI, fig. 7, et pl. IV, fig. 9). Sur certaines 
photographies & un grossissement suffisamment élevé, quelques 
particules sont en forme d’anneau, a Vintérieur plus clair. Le 
cytoplasme est presque inexistant, réduit a quelques amas épars. 
La figure 6 (pl. H) montre un noyau dont le contenu, ponctué 
de particules trés denses et légerement plus petites, se répand 
par suite de la rupture de la membrane nucléaire. A peu pres 
5 p. 100 des noyaux dénombrés sont a ce stade. 
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Le dernier aspect des noyaux, le moins fréquemment rencontré, 
dans 2 43 p. 100 seulement des cas, est celui du noyau de droite 
de la figure 8 (pl. III). Le noyau semble vide, a een d’une 
zone marginale dense et d’une grosse masse centrale, peut-étre 
un nucléole, au bas de laquelle on peut distinguer quelques parti- 
cules de méme type que précédemment, mais de forme puls 
eirculaire. Sur cette photographie, la membrane nucléaire n’est 
plus visible, mais généralement elle existe encore. Le noyau 
de gauche parait étre au stade précédent. 

Il est difficile d’affirmer que ces particules représentent le 
virus, mais de nombreux arguments concordants permettent de 
le supposer. Il s’agit en effet de cultures cellulaires ayant dégé- 
néré en moins de 48 heures, aprés Vintroduction d’un milieu 
bactériologiquement stérile, alors que les cultures témoins ne 
montrent aucune altération. Ce milieu, qui provient de passages 
en cultures de tissus, inoculé aux cobayes, provoque la fiévre 
aphteuse a des dilutions assez élevées (voir J4]). Comme de nom- 
breux essais de filtration et de centrifugation ont déja permis 
d’estimer Ja taille du virus aphteux, de ordre de 10 a 20 mu, 
on peut supposer que l’on assiste 4 la formation des particules 
de virus qui, assez peu différenciées au début, s’individualisent 
davantage lors de la destruction du noyau. 

Quelques coupes d’inclusions de cultures de lssus infectées 
avec du virus de type C ont montré que Jlallure générale de 
Vévolution de la cellule est la méme. 


ResuME. 


La microscopie électronique a permis de suivre l’évolution des 
cellules de cultures de tissus de reins de pore infectées avec du 
virus aphteux du type O. Les modifications les plus importantes 
intéressent le noyau dont le contenu devient homogéne et dense 
aux électrons, et au sein duquel apparaissent des particules qui 
se répandent dans le milieu extérieur par destruction du noyau. 


SUMMARY 


CULTURE OF FOOT-AND-MOUTH DISEASE viruS (O TYPE) 
IN SWINE KIDNEY TISSUE CULTURE. 
II. — ELecrrRon MICROSCOPY OF THE EVOLUTION 
OF THE INFECTED CELLS. 


The evolution of the cells of swine kidney culture infected with 
foot-and-mouth disease virus (O type) has been followed by 
electron microscopy. The main alterations are found in the 
nucleus : its contents become homogeneous and impermeable to 


i 
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electrons ; inside the nucleus, particles are formed which destroy 
it and diffuse into the medium. 
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NOTE SUR LE DIAGNOSTIC DE LA VARIOLE 
AU LABORATOIRE 


par H. DARRASSE, P. BRES et R. CAMAIN (*). 


(institut Pasteur de A. O. F., Dakar) 


On sail Vimportance capitale du diagnostic précoce d’un pre- 
mier cas de variole pour limiter l’apparition d’une épidémie ; 1 
s'agit la d’un véritable diagnostic d’urgence, entrainant des 
mesures d’hygiéne publique aux conséquences sérieuses. 

L’importance de ce diagnostic rapide a été soulignée par 
Fasquelle |4], par Lépine et Sohier [2], eta été récemment rappelée 
par Le Bourdellés [8] et par Melnotte [4] au XXXV*® Congrés 
d’ Hygiene a propos de cas de variole survenus en territoire métro- 
politain. 

Ce diagnostic précoce, en dehors d’un contexte épidémique, est 
souvent difficile par la seule clinique qui doit éliminer les vari- 
celles graves, les vaccines généralisées, certaines dermatoses 
bulleuses, et qui peut aussi se trouver en présence d’une maladie 
trés polymorphe avec des formes pauci-éruptives, voire anéruplives. 

Il est done indispensable de confirmer le plus rapidement 
possible la présomption clinique par des méthodes de laboratoire, 
comme cela est d’ailleurs prescrit par les circulaires ministérielles 
du 30 juin 1952 et du 3 février 1955. 

Parmi ces méthodes de laboratoire la méthode de choix est 
acluellement la technique de I’Institut Pasteur de Paris [2], 
comportant Vinoculation a la chorio-allantoide, l’examen au micro- 
scope électronique et éventuellement l’épreuve de séro-neutrali- 
sation. 

Les Jaboratoires moins spécialisés, surtout s’ils sont éloignés 
du territoire métropolitain, ultilisent praliquement deux techniques 
classiques : 

1° L’épreuve de Paul, décrite en 1915 par cet auteur pour 
différencier la variole de la varicelle ; elle est séduisante, au 
premier abord, par la rapidité de sa réponse et sa facilité 
d’exécution. 

2° L’inoculation du matériel virulent, simultanément au singe 
et au lapin, avec comparaison des résultats. 

Nous avons eu l’occasion, d’abord au cours d’une épidémie de 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1958. 
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variole en Guinée au début de 1955, ensuite au cours d’une épi- 
démie de variole 4 Dakar au début de 1957, d’utiliser simultané- 
ment ces deux méihodes et nous avons été frappés par l’infidélité 
du test de Paul, contrastant avec les résultats démonstratifs de 


Yinoculation au singe. 
Ce sont ces observations que nous rapportons briévement ici. 


* 
Cod aS 
Les résultats de nos inoculations au singe (intratesticulaire et 


scarifications cutanées) et au lapin (scarifications cornéennes et 
scarifications cutanées) sont résumés dans le tableau I. 


Tasreau I. — Résultat des inoculations. 


RESULTATS DES INOCULATIONS 


: : * Réponse 
N°s ; : Numéros aes : Lapin Reorncey : Singe a Ae or 
des : Date 3 des 33) Laping «ce eee (fostaderraul) ames 2 (hepti=: sameness 
cas : : Animaux ::(Derme) :Lecture ma- :Lecture his- :cule et:: Observe— 

363 ,croscopique ,tologique . derme)., tions 
3 : Lapin 28 : : H 3 33 
“ : 6/3/55 ® Binge 25. <2 © : 0 G + (1) ; tH (2), Variole 
: ‘Siapinlsiee: ; 3 zi 

2 :; 9/3/55 : Singe 33? (0) : (0) : (o) : + + (3): Variole 
3 :21/3/55 : Lapin 36 :: O : (e) : 0) ‘tigquée 7 :inconclusif 
4 :25/3/55 : Lapin 40 :: 0O : (e) : (e) ‘tigquee ?:inconclusif 

A : ae “ ‘ .(Clinique- 
5 4/4/55 Lapin 38 23 (0) : 0 : fs) $ fe) +e ment ee 
Q meSinges5oO S25 Fs : = ::tose non 
~ - = - : : variolique) 
Lapin V.4 a4 
Gus 6/5/57 3s Singe B.11?? (0) : (e) : (0) : +++ (2): Variole 
: c ne ; : z Sc 
: : Lapin V.5 :: : : = 3 

iT "29/3/57 ones he 0) i (e) ; 0) +++ (2).°° Variole 

SS 
> : 33 : 3 : 33 

28, .,19/5/57 5 Lapin V6). 6 ‘ ) ‘ fo) rtiquée :;2nconclusif 

in Cer Ter ea a Aa a a 
a Seba pine Ver amen = : : a 

9 : 4/6/57 : Sinks B.17s: 0 3 Q $ < aa i Oy. Variole 
s 3 ; : **Variole 

10 *20/3/55 ? Lapin 34 ?! 0 5 0 Q 0 non prat:expérimen- 
: : tt : : .tiquée ,,tale du 
5 : ee nea 
Pee a da é oes : : : *?Vacci 

11 : 9/3/55 : Lapin 30 3: + : Kératite : Kératite sen oS oes 
: : ae eee ate 
: 2 she 2 2 : as 


(1) lésions classiques avec corps de Guarnieri. (2) orchite + éruption scrotale 
et cutanée généralisée. (3), orchite + éruption scrotale. 


L’interprétation des résultats rapporiés dans le tableau I 
montre nettement : 
1° Que Ja lecture directe du test de Paul a toujours été néga- 
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tive : nous navons jamais observé les fines vésicules  intra- 
cornéennes classiques, que la lecture soit faite sur le lapin vivant 
ou sur l’ceil énucléé fixé extemporanément. 

2° Que la lecture histologique du test de Paul n’a donné de 
résultat interprétable qu’une seule fois sur onze, les constatations 
ayant été trés décevantes dans tous les autres cas. Le contréle 
histologique du test de Paul a été pratiqué sur 11 yeux de lapins 
énucléés et fixés dans des fixateurs rapides au sublimé acétique. 

Les coupes ont été colorées par les techniques habituelles ct 
au Mann. 

Les images histologiques les plus diverses ont été observées. 

Elles se sont souvent bornées & de simples remaniements é€pi- 
théliaux sur lesquels l’attention n’a été attirée que par la notion 
de scarifications antérieures : l’épithélium cornéen régénére rapi- 
dement et au troisiéme jour on ne retrouve que péniblement trace 
des traits de scarification sous forme d’une discréte perturbation 
dans les strates épithéliales et d’un aspect un peu plus serré des 
noyaux des cellules malpighiennes au niveau des foyers de régé- 
nérescence. En d’autres cas les séquelles des scarifications sont 
un peu mieux visibles et on observe alors un effondrement local 
de Ja membrane de Bowmann et des groupes de deux ou trois 
cellules malpighiennes plus ou moins altérées, isolées au milieu 
des autres éléments normaux ou en régénérescence ; ces cellules 
tendent a s’éliminer vers la surface épithéhale. Dans aucune de 
ces deux éventualités il n’est possible de déceler d’inclusions 
varioliques au niveau des cellules malpighiennes normales ou 
altérées. 

Des lésions plus importantes ont été constatées chez deux ani- 
maux, l’un scarifié avec la sérosité d’une dermatose infectieuse 
bulleuse banale, qui déterminait des altérations épithélales et 
un afflux leucocytaire extrémement vif, Vautre sur une cornée 
scarifiée avec la sérosité d’une pustule de vaccine et qui pré- 
sentait dés le troisiéme jour des lésions sévéres de kératite inter- 
stitielle. 

Dans un seul cas (lapin 28) une cornée inoculée de croidtes 
varioliques a témoigné des lésions décrites classiquement dans 
le test de Paul. Ces lésions consistent en une rupture de la mem- 
brane de Bowmann, la ballonisation des cellules épithéhales sans 
réaction inflammatoire au niveau des lames cornéennes, mais 
avec présence de corps de Guarnieri typiques au niveau de nom- 
breuses cellules malpighiennes, les inclusions les plus volumi- 
neuses déformant en général le noyau qui prend alors un aspect 
cupuliforme. 

I] est curieux de constater qu’une cornée de lapin, scarifiée 
avec le produit de pustules d’un singe inoculé lui-méme avec les 
erotites varioliques qui ont provoqué les lésions cornéennes pré- 
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citées, n’a présenté aucune allération microscopique ou macro- 
scopique. . 

3° Que dans 5 cas de variole, confirmés par inoculation au 
singe (cas n* 2. 6, 7, 9 et 40), Jépreuveade Paul donnait une 
réponse absolument négative, méme a |’examen _histologique. 

Le cas n° 2, particuli¢érement démonstratif cliniquement, pro- 
venait d’une variole typique grave chez une femme africaine 
albinos en milicu épidémique : test de Paul négatif. 

Le cas n° 10 n’est pas moins significalif : le matériel virulent 
venait du singe 25 (cas n° 1, seul cas de notre expérimentation 
ou le test de Paul fut positif avec corps de Guarnieri chez le 
lapin) ; le méme test pratiqué avec le contenu des pustules vario- 
liques du singe 25 se révéla négatif, alors qu'il s’agissait bien 
de la méme souche de virus. 

4° Que dans 3 cas de variole cliniquement typiques en milieu 
epidémique (cas 8, 4 et 8), le test de Paul pratiqué seul, en 
Yabsence de l’inoculation au singe, ne nous a pas permis de 
donner une réponse de laboratoire valable. 


* 
xk* 


La valeur pratique de l’épreuve de Paul a été mise en doute 
par de nombreux auteurs : Lépine et Sohier [2] la citent comme 
admise par certains mais réfutée par d’autres, en particulier 
par Downie [5]. Le Bourdellés [8] écrit que « cette épreuve lui 
a semblé parfois infidéle ». Enfin Lépine et Sohier [2] rapportent 
que, depuis les travaux de Torres, il est généralement admis que 
l’épreuve de Paul est négative dans l’alastrim : c’est la une cons- 
tatation facheuse pour la valeur du test de Paul si l’on admet, 
avec la tendance uniciste actuelle, qu’alastrim et variole différent 
seulement par leur allure clinique, mais sont provoqués par le 
méme virus. 

ll nous semble done légitime de conclure que les réserves déja 
apportées par d’autres auteurs a la « fidélité » du test de Paul 
sont absolument fondées : cette technique ne nous a été d’aucun 
secours dans le diagnostic d’urgence au laboratoire du virus 
variolique. 

L’inoculation au singe nous a, par contre, donné d’excellents 
résultats et nous a permis a plusieurs reprises d’établir avec cer- 
litude un diagnostic de variole, compte tenu de l’inoculation dans 
Je derme du }apin pour éliminer la possibilité de la vaccine, sui- 
vant le schéma classique du tableau II. 

_ Mais il est utile de signaler aussi que le résultat de V’inocula- 
lion intratesticulaire au singe est souvent obtenu plus tardivement 
que les délais classiquement admis ; nos réponses positives chez 
je singe se sont échelonnées du cinguiéme au huitiéme jour, par- 
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fois précédées, les quarante-huit premiéres heures, d'une orchite 
non spécifique due aux germes associés (malgré le traitement du 
matériel par les antibiotiques) ou au traumatisme de l’inocula- 
tion. Ce retard dans la réponse est éminemment préjudiciable 
a l’épidémiologiste et constitue un argument supplémentaire pour 
considérer comme méthode de choix, comme nous le rappelons 
au début de cette nole, la technique de culture sur chorio-allan- 
toide qui permet d’isoler le virus variolique entre quarante-huit 
et quatre-vingl-seize heures. 

Si Visolement du virus variolique sur chorio-allantoide est 
rapide et relativement aisé, son identification, et principalement 
sa différenciation d’avec le virus vaccinal, est beaucoup plus 
longue et complexe si l’on doit recourir aux épreuves de neutra- 
hisation. 

Il nous semble que le diagnostic d’urgence en milieu épidé- 
mique et dans les laboratoires d’outre-mer peut élre obtenu rapi- 
dement et avec une sécurité suffisante en utilisant simultanément 
la culture sur chorio-allantoide et Vinoculation au derme du 
lapin, en interprétant les résultats obtenus suivant le schéma 
du tableau III. 


Tasieau III. 
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Cette méthode, dont nous poursuivons l'étude expérimentale, 
a Vavantage de supprimer l’emploi du singe, qui donne des 
résultats trés fidéles, mais avec des délais de réponse préjudi- 
ciables en épidémiologie et qui, par surcroit, est un animal cou- 
teux et peu utilisé dans les laboratoires courants. 


Risuwns. 


L’épreuve de Paul sur la cornée du Japin nous a donné des 
résultats trés décevants au cours de deux épidémies de variole : 
elle s’est révélée négative, méme au controle histologique, dans 
des cas de variole confirmés. 

L’inoculation intratesticulaire au singe s'est montrée, comme 
il est classique, trés fidéle, mais les délais de la réponse fournie 
répondent moins bien a la nécessilé d’un diagnostic d’urgence 
que la technique de culture sur ceuf. 

Nous pensons que les inoculations praliquées simultanément 
dans le derme du Japin et sur Ja chorio-allantoide de l’ceuf incubé 
permettent d’obtenir rapidement la confirmation, au laboratoire, 
du diagnostic de la variole. 


SUMMARY 


THE LABORATORY DIAGNOSIS OF VARIOLA. 


The Paul’s test on rabbit cornea gave disappointing results 
during two epidemics of variola: it was negative in cases of 
confirmed variola. 

Intratesticular inoculation in monkeys has proved very constant, 
but the answer requires a rather long delay, and this method is 
less practical than egg culture for emergency. 

The authors think that inoculations carried out at the same time 
intradermally in rabbit derm and in the chorio-allantois of deve- 
loping chick embryo should allow to obtain rapidly in the labo- 
ratory the confirmation of a clinical diagnosis of variola. 


BIBLIOGRAPHIE 


[1] FAsqueLte (R.). Encycl. méd. chirurgicale, Maladies infeclieuses, 
1954, 2, 8047. 

[2] Lépive (P.) et Sommer (R.). Techniques de laboratoire appliquées 
au diagnostic des maladies & virus, Masson édit., 1954. 

3] Le Bourpetnis (B.). XXXV° Congrés d’Hygiéne, Paris, 1956. In 
Rev. Hyg. meéd, soc., 1956, 4) 13) 

[4] Metyorre (P.), Potcr (F.) et Gmuor (J.). XXXVe Congres dHygiene, 
Paris, 1956. In Rev. Hyg. méd. soc., 1956, 4, 41. 

[5] Downie (A. W.). Monthly Bull. Min, Hlth., 1946, 5, 114. 


RECHERCHES SUR LES VENINS 
DE VIPERA XANTHINA PALESTINAE 
ET D’ECHIS CARINATA 


par Y. IZARD et P. BOQUET (*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Vipera Xanthina palestinae d’Israél est un Viperide peu agressif 
et nocturne. Ce serpent est apparenté a Vipera lebetina [4] (1) dont 
la présence a été signalée dans toute I’étendue d’une région 
comprise entre le Maroc et le Turkestan. Noclurne comme l!a 
précédente vipére, Echis carinata est, au contraire, trés agressive. 
Appartenant & une espéce trés voisine d’Echis colorala bien 
connue en Palestine et en Arabie, elle infeste les territoires de 
Youest africain, de l’Afrique équatoriale et un vaste quadrilatére 
qui s’étend de la Perse aux Indes. 

L’échantillon de venin d’Echis carinata dont nous avons étudié 
les propriétés physio-pathologiques et immunologiques nous a été 
transmis par les soins de l'Institut Pasteur d’Addis Abeba. 

Les deux venins desséchés de Vipera Xanthina palestinae el 
d’Echis carinata sont jaunes. Cette coloration est due a la pré- 
sence de flavines décelées par l’examen d’une solution de ces 
poisons 4 la lumiére ultra-violette. 

Nous avons mesuré Ja toxicité de chacun de ces venims en 
prenant comme animaux sensibles la souris, le cobaye et le lapin, 
et leurs propriétés phosphatidasique, coagulante et anti-coagu- 
lante en suivant les méthodes que nous avons décrites dans un 
précédent mémoire. Quant aux activités neutralisantes et précipi- 
tantes des sérums anti-venimeux homologues et hétérologues, 
elles ont fait Vobjet de titrages in vivo selon la_ technique 
d’Ipsen [2] et d’épreuves in vitro selon les procédés décrits par 
Oudin [8] et par Ouchterlony [4]. 

Pour une souris de 20 g, la dose minima mortelle de venin de 
Vipera Xanthina palestinae est de 0,02 mg, soit 1,0 ug/g d’animal, 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1958. 

(1) Nous exprimons nos remerciements au professeur O. Theodor, 
de Jérusalem, qui a bien voulu mettre 4 notre disposition du yenin 
de Vipera Xanthina pdalestinae. 
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lorsque le venin est injecté par la voie veineuse, mais elle atteint 
0,075 mg, soit 3,75 ug/g, lorsque le poison est introduit par la 
voile sous-cutenée. Il suffit d’injecter 0,05 mg, soit 2,5 wg/g, dans 
le péritoine d’une souris du méme poids pour tuer ce rongeur en 
moins de vingt-quatre heures (2). 

L’intoxication est canactérisée par l’apparition d’un cedéme 
important lorsque Vinjection a été faite sous la peau, et par des 
troubles respiratoires, un état de somnolence et un coma qul 
précéde de peu la mort lorsque Vinjection a été faite dans Ja 
veine. A la dose de 10 mg, le méme venin injecté sous la peau 
dun cobaye de 350 g provoque de l’cedéme, des hémorragies 
locales, puis la nécrose des tissus, mais il ne tue pas l’animal. 
Déterminée enfin par l’épreuve d’une injection intraveineuse, la 
dose minima mortelle de ce venin pour le lapin de 2000 g est 
1,5 mg, soit 0,75 wg/g d’animal. Ainsi définie, la toxicité du 
venin de Vipera Xanthina palestinae est plus élevée que celle du 
venin de Vipera lebetina d’Afrique du Nord [5, 6] (8). Dans un 
autre ordre d’idées, cette premiére expérience démontre que 
la nocivité du venin de Vipera Xanthina est en relation avec la 
voie d’introduction du poison. On est, en effet, autorisé a penser 
que la faible toxicité du venin, administré sous la peau, résulte 
du fait que certains facteurs de la sécrétion ophidienne sont 
retenus dans le tissu cellulaire sous-cutané, ou diffusent si lente- 
ment qu’ils n’atteignent jamais une concentration suffisante dans 
le sang pour produire des troubles pathologiques. 

L’activité phosphatidasique du venin de Vipera Xanthina pales- 
tinae a été mesurée par la méthode fondée sur la lyse des globules 
rouges dans un mélange de venin et de sérum [5]. Nous avons 
ainsi déterminé la dose minima de venin de Vipera Xanthina 
capable de produire la lyse de 1 cm’ d’une suspension a 5 p. 100 
de globules rouges de cheval dans la solution saline physiolo- 
gique. Cette dose est de 0,007 mg. 

Le venin de Vipera lebetina [5, 6] coagule in vitro le plasma 
équin citraté et recalcifié. Dans les mémes conditions, celui de 
Vipera Xanthina palestinae empéche la transformation du fibri- 
nogéne en fibrine : A la dose de 0,003 mg il s’oppose a la coagu- 
lation de 2 cm* de plasma de cheval. 

Echis earinata sécréte un venin plus nocif que celui de Vipera 
Xanthina. I] suffit, en effet, d’injecter 0,02 mg de poison d’Echis 
dans la veine caudale et 0,075 mg sous la peau d’une souris de 


(2) Résultat comparable 4 celui publié par Gitter [44]. 

(3) Cependant un échantillon de venin prélevé sur une vipére ]ébé- 
tine capturée au Maroc s’est montré plus toxique pour le cobaye 
(R. Duguy. Note sur l’envenimation expérimentale par le venin de 
Vipera lebetina, Bull. Soc. Path. exot., 1956, 49, 108-110). 
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20 g, pour tuer cet animal en moins de vingt-quatre heures. A la 
dose de 0,2 mg, administrée par la voie veineuse, ce poison est 
mortel pour un lapin de 2000 g. Enfin le cobaye de 300 ¢, qui 
recoit sous la peau une injection de 2 mg du méme venin, meurt 
en moins de vingt-quatre heures aprés avoir présenté une vive 
réaction hémorragique et oedémateuse au lieu méme de I’injection 
et des symptémes d’intoxication générale, comparables a ceux du 
choc. A Vautopsie, les visceres sont semés de taches hémorra- 
giques. 

Il ressort de cette expérience que la sensibilité du lapin au 
venin d’Echis carinata est plus grande que celle de la souris, 
lorsqu’on administre le poison par la voie veineuse, et que la 
souris est elle-méme plus sensible a l’épreuve intraveineuse d’une 
injection de venin d’Echis qu’a celle d’une injection sous-cutanée 
du méme venin. Dans un autre ordre de faits il apparait que 
la toxicilé de l’échantillon du venin d’Echis carinata dont nous 
disposons est plus faible que celle des venins recueillis et étudiés 
a Kindia par Lefrou et Martignolles [7], et aux Indes par Chopra, 
Chowhan avec De {8}. 

Dans des conditions définies par ailleurs [9], la dose minima 
de venin d’Echis carinata capable de lyser les globules rouges 
de cheval est de 0,003 mg, et la dose minima coagulant le plasma 
de cheval, de 0,0003 mg. Nous rappellerons a4 ce sujet que Lefrou 
et Martignolles ont observé que le venin d’Echis carinata, cap- 
turés en A. O. F., coagule le plasma humain mais n’exerce aucune 
action lytique sur les hématies de homme. 

Les résultats de nos expériences sont groupés dans_ les 
tableaux I et II. 

ae 


Le pouvoiw neutralisant in vivo de six sérums thérapeutiques 
anti-venimeux a été étudié selon Ja méthode d’Ipsen [2] a VPégard 
des venins de Vipera Xanthina palestinae et d’Echis carinata. De 


Tasteau I. — Doses minima mortelles des venins de Vipera Xanthina 
palestinae et d’Echis carinata. 


Doses minima mortelles de venin de Vipera 
Xanthina palestinae et d'Echis carinata (exprimées en ‘milligrammes) 
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Tanteau i. — Doses minima hémolytiques, coagulantes et anti- 
coagulantes des venins de Vipera Xanthina palestinae’ et 
d’Echis carinata. 


ae, 5 7 z ; y 
Doses minima de venin (exprimées en milligrammes) 


produisant l'hémoly- empéchant la coa 
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ces six sérums, deux sont des sérums homologues. Ls ont été 
préparés en immunisant des chevaux, les uns au moyen du venin 
de Vipera Xanthina palestinae, les autres au moyen du venin 
d’Echis carinata. Quatre sérums sont des sérums hétérologues 
respectivement anti-venin de Vipera aspis, anti-venin de Cerastes 
cornutus, anti-venin de Bitis arietans et anti-venin de Naja naja. 
Quant aux actions anti-phosphatidasique (anti-hémolytique) et 
anti-coagulante des mémes sérums a l’égard des activités enzy- 
matiques correspondantes, exercées in vitro par les deux venins 
de Vipera Xanthina et d’Echis carinata, elles ont été définies en 
nous conformant aux techniques que nous avons décrites avec 
E.. Cesari. 

Les résultats sont réunis dans les tableaux III et IV. 

Ces résultats démontrent que le sérum anti-venin de Vipera 
NXanthina palestinae et le sérum anti-venin d’Echis carinata inhi- 
hent spécifiquement les actions physio-pathologiques et enzyma- 


JjasLeau Il. — Mesure de l’activité neutralisante in vivo des sérums 
anti-venimeux. 


Mesure de ‘activité neutralisante"in vivo" des sérums anti-venimeux 
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Tanreau IV. — Mesure de l’activité neutralisante in vitro des sérums 
anti-venimeux. 


Mesure de l'activité neutralisante"in vitro" des sérums anti-venimeux 


Doses de sérum neutralisant 10 Doses de sérum neutra- 

doses minima hémolytiques lisant 10 doses minima 

(exprimées en cm3) de venin de : coaculantes (exprimées 
en cm?) de venin de 
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liques des antigénes correspondants et jouissent d’une faible 
action neutralisante paraspécifique, le premier a légard du venin 
dEchis carinata et le second a l’égard du venin de Vipera 
Nanthina palestinae. Dans le méme ordre de faits on constate 
que le sérum anli-venin de Vipera aspis est doué, a Végard des 
deux précédents venins, de propriélés anti-toxiques qui ne sont 
pas négligeables. Le.sérum anti-venin de Bilis arietans posséde 
les mémes propriétés neutralisantes paraspécifiques, mais a un 
moindre degré. Au contraire, les sérums anti-venins de Cerastles 
cornutus et de Naja naja sont pratiquement sans action sur le 
venin de Vipera Xanthina. Cependant, dans les conditions de 
notre expérience, le sérum anti-venin de Naja naja inactive 
& fortes doses le poison d’Ivchis carinata. Dans les mémes condi- 
lions,. le sérum anti-venin de Cerastes est sans effet. Si nous 
comparons ces résullats & ceux des expériences faites antérieure- 
ment en collaboration avec KE. Cesari, nous constatons qu’il n’existe 
apparemment pas d’antigéne toxique commun aux venins de 
Vipera Xanthina et de Naja naja, alors que le sérum anti-Naja 
naja dont nous disposions en 1937 neutralisait & doses moyennes 
le venin de Vipera lebetina. 

La réaction de précipitation en milieu gélifié selon la méthode 
d’Oudin permet de déceler 8 antigénes dans le venin d’Echis 
carinata d’Afrique orientale et 6 antigénes dans celui de Vipera 
Nanthina palestinae. Un seul de ces antige¢nes semble commun 
aux deux venins. 

Etudiant par la méme méthode et par la technique d’Ouchter- 
lony la constitution antigénique d’un certain nombre de venins 
de serpents dont ceux de Vipera Xanthina palestinae et d’Echis 
carinata dA. O. F., Détrait [40] a constaté que ces deux venins 
possedent trois antigénes communs. Cetle observation conduit 
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a penser que la constitution des deux venins d’Echis, Pun pro- 
venant d’Afrique orientale qui a fait l’objet de nos recherches, 
el l'autre d’Afrigue occidentale, différe légérement. Dans le méme 
ordre de faits, Détrait a observé l’existence de deux antigénes 
communs aux venins de Bitis arietans et de Vipera Xanthina 
palestinae, trois antigenes communs au méme venin de Bitis et 
a celui d’Echis carinata. Il décrit deux antigénes de méme nature 
dans les venins de Vipera aspis et de Vipera Xanthina, deux anti- 
génes également semblables dans les venins d’aspic et d’Echis 
carinata. Quant au poison de Naja naja, il ne contient aucun des 
antigénes constitutifs du venin de Vipera Nanthina mais il ren- 
ferme deux facteurs décelables également dans le venin d’Echis 
carinata dA. O.F. Cette derniére observation confirme les résultats 
de nos expériences sur le pouvoir neulralisant in vivo des différents 
sérums anti-venimeux a l’égard des deux venins étudiés. Nous 
rappellerons d’autre part que selon Gitter [44] le sérum anti- 
venin de Vipera Xanthina palestinae est doué dun pouvoir anti- 
toxique peu élevé a |’ égard de la neurotoxine de ce poison, mais 
qu’il neutralise a faible dose le facteur responsable des hémor- 
ragies représentant 80 p. 100 de la nocivité totale du venin. 


RESUME. 


Vipera Xanthina palestinae sécréte un poison qui se distingue 
du venin de Vipera lebetina d’Afrique du Nord par son absence 
d’action coagulante in vitro sur le plasma de cheval. Il est appa- 
renté par certains de ses anligénes aux poisons de Vipera aspis, 
de Bitis arietans et d’Echis carinata. 

Le venin d’Echis carinata est moins nocif que celui des mémes 
Viperidés étudiés 4 Kindia par Lefrou avec Martignolles et aux 
Indes par Chopra, Chowhan et De, mais les propriétés physio- 
pathologiques des deux venins sont comparables ; toutefois, le 
venin qui a fait l’objet de nos recherches semble différer du 


poison des Echis capturés en Afrique occidentale par certains de 
ses antigenes. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE VENOM OF Vipera Xanthina palestinae 
AND Echis carinata. 


Vipera Xanthina palestinae excretes a venom which differs from 
that of Vipera lebetina from North Africa by the absence of 
ut vitro coagulating activity towards horse plasma. It possesses 
certain anligens in common with the venoms of Vipera aspis 
Bitis arietans and Echis carinata. 
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The venom of Echis carinata is less noxious than that of the 
same Viperidae studied in Kindia by Lefrou and Martignolles, 
but both venoms have comparable physio-pathological properties. 
However, the venom studied by the authors seems to possess 
certain antigens which are not present in the venom of the Echis 
captured in Western Africa. 


[4] 
[2] 
[ 


BIBLIOGRAPHIE 


TuEopor (O.). On poisonous snakes and snake bite in Israel. 
Israel scientific Press, Jerusalem, 1955, 1 vol., 50 p. 
Ipsen (J.). Bull. Hlth. Org. League nat., 1938, 7, 785-801. 


3] Oupin (J.). Ann. Inst. Pasteur, 1948, 75, 30-51, 109-129 et 1955, 


89, 531-555. 

OucuHTERLONY (O.). Acta path. scand., 1948, 25, 186-191. 

Cesari (E.) et Bogurer (P.). C. R. Soc. Biol., 1937, 124, 335. 

Batozer (L.). Arch. Inst. Pasteur Algérie, 1956, 34, 100-105. 

Lerrou (O.) et Marricnotites (J.). Ann. Inst. Pasteur, 1954, 86, 
446-457. 

Cyopra (R.N.), Caownan (J.8.) et De (N.N.). Indian J. med. 
Res., 1935, 23, 391-405. 

Cesari (E.) et Boquer (P.). Ann. Inst. Pasteur, 1935, 55, 307 et 
1936, 56, 511. 

DeérRarr (J.). (Expériences inédites.) 

Gitrer (S.), Kocuwa (S.), Dre Vries (A.) et LerrKowitz (M.). Am. 
J. trop. Med., 1957, 6, 180-189. 


LE FACTEUR SERIQUE Gmc AU COURS 
DES RHUMATISMES INFLAMMATOIRES CHRONIQUES 


par M™° L, PODLIACHOUK, F. JACQUELINE et A. EYQUEM (*). 


(Service de Sérologie et des Groupes Sanguins 
[R. Dusarric pe LA Rivikzre}, 
Institut Pasleur 
el Cenlre de Recherches des Maladies rhumatismales, 
Fondation Cittadini, Atx-les-Bains) 


Les rhumatismes inflammatoires chroniques sont divisés actuel- 
lement en plusieurs syndromes cliniques et radiologiques 
polyarthrite chronique évolutive (P. C. E.), spondylarthrite anky- 
losante, pseudo-rhumatisme infectieux, goutlte polyarticulaire, 
arthropathie psoriasique. 

C’est seulement dans la P.C.E. que s’observe dans une 
proportion élevée de cas, la présence d’un facteur sérique agglu- 
linant les globules rouges sensibilisés par un immunsérum. Cette 
constatation, faite par Waaler en 1940, a suscité de nombreux 
travaux (1). La réaction d’agglutination fut pratiquée avec des 
globules rouges de mouton, d’abord sans et ultérieurement aprés 
absorption des hétéro-hémagglutinines. De trés nombreux sys- 
temes (globules rouges-immunsérum homologue) donnent des 
résultats satisfaisants. Pour chaque systeme, il est nécessaire de 
faire une sélection des sérums sensibilisants. Waller et Vau- 
ghan [44], a Vaide du systeme globules rouges humains O 
Rh positifs-sérum anti-Rh (anti-D), n’ont trouvé que 30 sérums 
sur 273 qui convenaient 4 la réaction. Ce systéme avait déja été 
employé avec des résultats négatifs par E. van Loghem-Langer- 
heis (1950) et Wager (1950). D’autres modifications furent préco- 
nisées : fractionnement préalable du sérum du malade en pseudo- 
et euglobulines par dialyse (Ziff [46]), ou par précipitation a froid 
(Svartz et Schlossmann [48]), remplacement des globules rouges 
par des particules de latex polystyréne (Singer et Plotz) ou de 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1958. 
(1) La bibliographie concernant les diverses techniques et les résultats 
obtenus avec celles-ci a été présentée dans nos travaux antérieurs [9, 


40, 44]. 
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résine (Kerby), suppression des globules rouges dans la réaction 
de précipitation (Epstein). 

Le facteur agglutinant est décelé dans 47 & 90 p. 100 des cas 
de P. C. E. Ce pourcentage varie suivant les techniques utilisées 
et la composition des séries de malades (eritéres cliniques de 
diagnostic, nombre de cas). Mais la réaction d’agelutination reste 


re 


toujours négative chez certains malades atteints de P. C. E. dont 
le tableau clinique n’est pas différent de celui des autres malades 
ayant une réaction positive & un titre élevé. De plus, la réaction 
est négative au cours des autres rhumatismes de nature inflam- 
matoire et, notamment, la spondylarthrite ankylosante. L’élabora- 
tion de Vagglutinine ou son activité pourrait étre, dans de tels 
cas, influencée par divers facteurs. 

Des travaux récents ont révélé, chez un certain pourcentage 
de sujets rhumalisants, la présence dans le sérum d°un inhibi- 
teur de la réaction d’agglutination. Si l’on ajoute en proportion 
convenable & un sérum, qui donne une réaction d’agglutination 
positive, du sérum de certains sujels normaux, l’agglutination ne 
se produit pas. Ce phénoméne a été observé, d’abord par 
Heller [8] avec le sérum de 13 sujels sur 33, puis par Ziff [46] 
avec le sérum de 23 sujets sur 62. Grubb a découvert un 
inhibiteur de ce type, a laide de globules rouges humains O Rh + 
(sensibilisés par du sérum anti-Rh incomplet) soumis & l’aggluti- 
nation du sérum d’un malade atteint de P. C. FE. 

Cetle propriclé inhibitrice dépend d’un facteur, isolable avec 
les globulines y (méthode de Cohn 6 + 9), désigné par Gm?, On 
peut classer les sujets en deux groupes : les uns Gm (a +), pos- 
sédant le facteur, et les autres Gm (a —), ne le possédant pas. 
Cette propriété est transmise héréditairement et dépend d’un 
couple de génes allélomorphes Gm* et Gm. La répartition du 
facteur Gm differe selon Vorigine ethnique : 59,5 p. 100 chez les 
Suédois, 95 p. 100 chez les Esquimaux (Grubb et Laurell) [7] et 
54,3 p. 100 chez les Francais du département d’Indre-et-Loire 
(Moullee et coll. [42)). 

D’autres caractéres sériques permettant de classer les individus 
ont élé révélés, par électrophorése en gel d’amidon (Smithies et 
Walker, 1955); ils sont identifiables 4 Vhaptoglobine. De nom- 
breux antigénes sériques, & transmission héréditaire, ont été 
identifiés par réaction de précipitation, chez différentes espéces 
de tourterelles et de canard, par Irwin et ses collaborateurs 
depuis 1940, et chez lhomme (Cumley et Irwin). L’existence 
d'autres facteurs sériques peut étre recherchée par immuno- 
électrophorése (Grabar et Williams), ou par précipilation en 
milieu gélifié (Oudin). 

Nous avons, 4 plusicurs reprises, recherché Vinhibiteur sérique 
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a Vaide de différents systemes, notamment globules rouges de 
mouton sensibilisés a l’aide d’un immunsérum de lapin anti- 
mouton ou globules rouges humains (O Rh—)  sensibilisés 
i Vaide d’un immunsérum de lapin anti-homme. Nous n’avons 
pas obtenu, a l’aide de divers artifices techniques, de résultats 
interprétables. Le systéme utilisé par Grubb nous a, par contre, 
fourni des résultats salisfaisants. 

Nous nous sommes proposé d’établir la répartition du facteur 
sérique Gm chez les malades atteints de rhumatismes inflamma- 
toires chroniques et de vérifier l’existence d’une relation avec !a 
présence du facteur agglutinant. 


TECHNIQUE. 


Le principe de la technique repose sur linhibition de lagglu- 
ination, par un sérum de P. C. E., des globules rouges humains 
O Rh + (sensibilisés par un sérum anti-Rh). 

1° Les globules rouges utilisés provenaient de deux donneurs du 
groupe Rh + (phénotype CcDE). Le sang, prélevé sur A. C.D. 
et conservé en glaciére, a été utilisé dans les quatre jours qui 
suivent. 

2° Le sérum anti-Rh, provenant d’un donneur immunisé depuis 
cing ans, titre 1/1024 vis-a-vis de globules rouges O Rh + traités 
par la papaine. Il a été utilisé, soit aprés conservation des échan- 
tillons & — 20°, soit apres dessiccation a4 froid. Il ne posséde pas 
d’agglutinines completes. Deux autres échantillons provenant de 
donneurs immunisés depuis plusieurs années n’ont pas fourni de 
résultats aussi satisfaisants. 

3° La sensibilisation des globules rouges a été réalisée (aprés 
quatre lavages des globules rouges avec de l’eau physiologique), 
avec du sérum anti-Rh dilué au 1/4, mis en contact pendant 
une heure a 37°, avee un égal volume du culot globulaire dilué 
a 25 p. 100. Aprés trois lavages 4 V’eau physiologique, les glo- 
bules rouges sont mis en suspension a 1 p. 100 et utilisés dans 
Jes deux heures qui suivent . 

4° Le sérum de P.C. E. contenant le facteur agglutinant doil 
étre sélectionné pour permettre la distinction entre sujets 
Gm (a+) et Gm (a—). Sur 7 sérums de P. C. E. étudiés possé- 
dant un titre de 1/256 a 1/1024 a la réaction de Waaler-Rose 
modifiée (globules rouges humains 0 sensibilisés avec sérum 
lapin anti-homme), un seul nous a donné des résultats conve- 
nables ; il a été utilisé & Ja dilution de 1/32, son titre agglutinant 
étant de 1/512 (il contient ainsi, a cette dilution, 15-20 unités 
agelutinantes). Grubb n’a trouvé que 3 sérums de P.C. E. sur 
100 échantillons [7] et Moullee 2 sur 10 [42]. 
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5° Réaction d’inhibition. Le sérum a examiner est dilué a 1/4, 
1/8 et 1/16 dans eau physiologique. 0,1 ml de chaque dilution 
est mélangé avec 0,1 ml de sérum sélectionné de P. C. E. dilué 
a 1/32. Aprés un séjour de vingt 4 trente minutes a la tempé- 
rature du laboratoire, on ajoute dans chaque tube, 0,2 ml de glo- 
bules rouges sensibilisés. La lecture se fait a Vceil nu, a Laide 
dun miroir concave, aprés un séjour de soixante minutes au 
bain-marie A 37°. 

6° Réactions de controle : 

a) L’activité du sérum a examiner (dilué au 1/4) est contrdlée 
en remplagant 0,1 ml du sérum P. C. E. par 0,1 ml d’eau physio- 
logique. Il ne doit pas agglutiner les globules rouges sensibilisés. 
Cependant, une réaction d’agglutination s’observe avec le sérum 
de certains malades atteints de P. C. E. 

b) Le sérum de P. C. E., dilué au 1/32, doit a la dose de 0,1 ml 
agglutiner en présence de 0,1 ml d’eau physiologique, les glo- 
bules rouges sensibilisés. 

c) Les globules rouges sensibilisés par le sérum anti-Rh ne 
doivent pas étre agglutinés en eau physiologique (2). 


R&ESULTATS. 


Nous avons, dans un premier temps, examiné le sérum de 
300 sujets normaux et obtenu la répartition suivante pour le fac- 
teur Gmé* : 

Gm (a +) : 57,3 p. 100 et Gm (a—) : 42,7 p. 100 (tableau I). 

Nous avons examiné, ensuite, le sérum de 404 sujets atteints 
de divers rhumatismes inflammatoires chroniques. Ces malades, 
comme les sujets normaux, étaient originaires de différentes 
régions de France. 

Nous avons pratiqué 668 réactions, en examinant deux a six 
fois le méme échantillon de sérum ou des prélévements successifs, 
provenant du méme malade. Nous avons ainsi vérifié la persis- 
tance du facteur Gm* dans des échantillons de sérum de sujets 
Gm (a+), conservés pendant cing ans 4 — 10°. 

Cent cinquante quatre malades parmi 271 atteints de polyarthrite 
chronique évolutive, possédent le facteur Gm*. Cette répartition 
de 56,8 p. 100 est analogue a celle observée chez les témoins que 
nous avons examinés. 

La proportion de sujets Gm (a+) chez 86 malades atteints 
de spondylarthrite est de 50 p. 100; il n’existe pas de différence 


(2) Le facteur agglutinant a été recherché a l’aide de la réaction 
d’agglutination des G.R. humains O, sensibilisés par un immun- 
sérum de lapin anti-homme sélectionné ([9] et Ann. Inst. Pasteur, 
sous presse). 
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Tasteau I. — Répartition des groupes sériques Gm (a +) et Gm (a —) 
chez 383 malades atteints de divers rhumatismes chroniques 
inflammatoires et chez 300 témoins. 


, : Nombre Gm (at) Gm (a-) 
Diagnostic ae : 
oe iia sujets |Nombre To Nombre °/o 
Polyarthrite 205 112. | 54,6 93 45,4 
Polyarthrite of” 60 39 21 
Polyarthrite infantile 3 | 2 
Panarthrite 3 2 I 
Total 271 154 56,8 alte 43,2 
Spondylarthrite o” Ue | Sat, 
Spondylarthrite 2 14 6 
Total 86 43 50 50 
Goutte 8 5 5) 
Arthrop. psoriasique 18 10 8 
Témoins 300 nee Sito 128 42,7. 


significative avee celle observée au cours de la polyarthrite. Bien 
que le nombre de malades atteints de rhumatismes psoriasiques 
soit restreint, on n’a pas observé de répartition trés différente. 

Nous avons recherché si la répartition du facteur Gm était la 
méme chez les malades de P. C. E. ayant une réaction d’ageglu- 
tination de globules rouges sensibilisés positive et ceux qui pré- 
sentent une réaction négalive (tableau II). 


Tisteau Il. — Répartition du facteur sérique Gma en fonction des 
résultats de la réaction d’agglutination (technique de globules 
rouges humains O-sérum de lapin homologue). 


Réaction d’agglutination des GR. sensibilisés 


Diagnostic oe positifs négatits 
clinique AGE Gm (at) Gm (a-) Gm (a+) Gm (a-) 


Nombre So Nombre So Nombre % |Nombre So | 


Polyarthrite at I 105 Son 74 41,3 49 ele) 43 46,7 

Spondylarthrite 86 oe 3% 41 50,6 40 49,4 

* Le titre d’agglutination, dans ces cas de spondylarthrite, était A Ja limite 
de la positivité (32). 


L’étude stalisuque de ces répartitions, a aide du test d’indé- 
pendance, a donné une valeur de 7 non significative qui corres- 
pond a Ja probabilité, située entre 0,5 et 0,3, d’ou lon peut 
conclure que le facteur sérique Gm et le facteur agglutinant sont 
deux caractéres indépendants. . 
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La coexistence du facteur Gm* et du facteur agglulinant est 
possible chez le méme individu; nous l’avons observée dans 
105 cas. 


Discussion. 


Les résultats obtenus permettent de penser que le facteur Gm 
nest pas responsable de la négativité de Ja réaction d’agglutina- 
tion des globules rouges sensibilisés chez certains malades 
atteints de P.C.E. ou ceux ayant une spondylarthrite. Nous 
avons étudié le sérum total et la fraction euglobulinique de 
4 malades atteints de P. C. E.; 2 présentaient une réaction de 
lype Waaler-Rose négative, & Vaide du sérum total; la réaction 
est devenue positive pour lun d’entre eux dans la fraction euglo- 
bulinique, bien que le facteur Gm* persistat dans cette fraction. 

I] convient de remarquer [6] que la différence entre Je sérum 
de sujets Gm (a +) et celui des sujets Gm (a —) n’est, en réalité 
pas qualitative, elle dépend d’une concentration différente du 
facteur qui est, pour Grubb [6], dix fois plus forte chez les 
sujets Gm (a +) que chez les sujets Gm (a —). 

Nous avons constaté souvent inhibition par le sérum non dilué 

dilué au 1/2; celte inhibition ne se manifeste plus avec les 
dilutions 1/4, 1/8 et 1/16. Par contre, la plupart des sérums 
qui inhibent aux dilutions 1/4, 1/8 et 1/16 ne présentent plus 
cette. propriété aux dilutions supérieures au 1/32. C’est done aux 
dilutions du sérum comprises entre 1/4 et 1/20 qu’on peut, avec 
la plus grande exactitude, distinguer les sujets Gm (a +) des 
Gm (a —). 

Les caractéres des sérums anti-Rh ou de P.C.E. qui les 
rendent aptes a la réaction ne sont pas définis de maniére 
absolue. Cependant, Grubb [6] a remarqué que les sérums anti-Rh 
utilisables, provenaient de sujets Gm (a +). Le sérum anti-Rh 
qui nous a donné les meilleurs résultats, pour Ja sensibilisation, 
appartenait au groupe Gm (a —). 

La mise en évidence du facteur inhibiteur peut élre rendue 
impossible par l’aggultination des globules rouges sensibilisés, 
sous l’influence du facteur agglutinant existant dans le sérum 
a étudier (surtout lorsqu’il provient de P.C.E.). Nous avons 
néanmoins pratiqué la réaction dans un certain nombre de cas 
en ajustant la sensibilisation des globules rouges de telle maniére 
qu’il n’y ait pas d’agglutination ‘directe par le sérum a étudier 
(tube témoin). 

Sur les 668 réactions pratiquées, quarante-huit fois la réaction 
dans le tube témoin était Eee a, Pour 47 de ces sérums, il 
s’agissait de cas de P.C.E.; la répétition de l’examen, avec 
modification de la dose sensibilisante du sérum anli- Rh, a permis 
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d’obtenir le témoin du sérum négatif pour 27 cas; ainsi la pré- 
sence du facteur agglulinant a empéché J’interprétation de la 
réaction pour 20 sérums. 

Dans un seul cas de spondylarthrite sur 87, la réaction dans 
le tube témoin était positive, alors que la réaction d’agglutination 
des globules rouges sensibilisés O Rh négatifs-sérum homologue 
était négative. Chez les sujets normaux (300 cas) la réaction dans 
le tube témoin a toujours été négative. 

Nous avons vérifié sur le sérum de 40 malades la concordance 
des résultats obtenus avec, d’une part la technique sur plaque, 
ulilisée par Moullec, et d’autre part celle que nous avons choisie. 


Resumi. 


La facteur s¢rique Gm* peut étre mis en évidence grace a son 
aptitude 4 inhiber l’agglutination, par un sérum de polyarthrite 
chronique évolutive, de globules O Rh + (sensibilisés avec un 
sérum anti-Rh). 

Nous avons observé sa présence chez 57,3 p. 100 de 300 indi- 
vidus normaux et chez 56,8 p. 100 de 271 sujets atteints de poly- 
arthrite chronique évolutive. La répartition, dans ces deux échan- 
tillons de population ne présente pas de différence significative. 

Dans les cas de polyarthrite, nous n’avons pas trouvé de rela- 
tion entre la présence du facteur Gm* et celle du facteur agglu- 
tinant. La coexistence du facteur agglutinant et du facteur Gm# 
est possible chez le méme individu, nous l’avons observée dans 
une certaine proportion de malades atteints de poylarthrite. 


SUMMARY 


THE SERUM GROUP FACTOR Gm2 
IN CHRONIC INFLAMMATORY RHEUMATISM. 


The serum group Gm* can be detected by inhibition of agglu- 
tination by rheumatoid serum of Rh positive human red cells, 
coated with selected incomplete anti-Rh antibodies. The Gm 
group frequency in 300 healthy adults was found to be : Gm (a +) 
57,3 p. 100 and in 271 patients with rheumatoid arthritis : Gm (a +) 
56,8 p. 100. There is no statistical difference in the distribution 
of Gm factors among the two groups. 

In the rheumatoid arthritis patients there is no relationship 
between the presence of the Gm* factor and that of the A. A. F. 
(detected by the so called Waaler-Rose test). 

These factors have been detected in the serum of 105 patients 
with rheumatoid arthritis. The negative results obtained in the 
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Waaler-Rose test of the serum of a certain percentage of rheu- 
matoid patients cannot be explained by the presence of the Gma 
factor. 


* 
x * 


Nous sommes redevables a M. R. Grubb d’avoir confirmé nos 
résultats de la détermination du facteur Gm* sur 10 échantillons 
de sérum humain que nous lui avons adressés. 

Nous remercions trés vivement M. Grabar d’avoir fait prati- 
quer le fractionnement de sérum dans son service. 
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LA REACTION DE PRAUSNITZ-KUSTNER 
EN IMMUNOLOGIE EXPERIMENTALE 


APPLICATION A L’ETUDE D/IMMUN-ANTICORPS ANTI-THROMBOCYTAIRES, 
ANTI-HEPATIQUES ET ANTI-GLOBULINIQUES. 
ESSAIS PRATIQUES AVEC QUELQUES HETERO- ET ISO-HEMAGGLUTININES 
ET CERTAINS SERUMS HUMAINS PATHOLOGIQUES 


par P. MILLOT, M. SAINT-PAUL et P. VERMA (*) (*). 


(Institut Pasteur [Service R. Dusarric pe LA RiviéRe)}) 


Etudiant un cas d’hypersensibilité & la chair de poisson cuite, 
Prausnitz et Kistner, en 1921, ont montré que si l’on effectue, 
chez l’homme, a vingt-quatre heures d’intervalle, au méme point 
d’inoculation, deux injections intradermiques, la premiére du 
sérum d’un sujet sensibilisé, la deuxiéme de la substance sensi- 
bilisante (extrait musculaire de chair de poisson), on oblient une 
réaction spécifique sous forme d’une papule dermique érythéma- 
teuse (34). 

Cetle réaction, appelée, du nom de ses auteurs, réaction de 
Prausnitz-Kiistner, entre dans la catégorie des cuti-réactions. 
Celles-ci sont connues depuis von Pirquet qui, en 1907, découvrit 
la cuti-réaction a la tuberculine, aprés avoir, en 1903, émis lhypo- 
thése que cerlaines réactions des tuberculeux, ainsi que celles 
des sujels présentant une sensibilité anaphylactique au sérum, 
devaient étre dues 4 un phénomeéne de sensibilisation qu’il nomma 
allergie. ‘Le mécanisme des cuti-réactions a été examiné par de 
nombreux auteurs, et c’est R. Dujarric de la Riviére qui, lun 
des premiers, l’a précisé en constatant le rdle du systéme nerveux, 
et a insisté sur l’intérét des techniques physico-chimiques pour 
leur étude [43, 44). 

‘La réaction de Prausnitz-Kiistner est employée pour le diagnostic 
des sensibilisations en clinique humaine, en particulier, dans 
notre pays, par Pasteur Vallery-Radot et son école [48, 49). 

Le transfert d’une sensibilité allergique a la peau a’ un sujet 
sain devait étre attribué a une substance, décrite par les premicrs 


(*) Directeur technique, Blood Bank Organisation, New Delhi 5, Inde. 
(**) Manuscrit recu le 26 janvier 1958. 
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auteurs sous le nom de réagine. Spain et Grove [45] (1925), Coca 
et Grove [44] (1925), Cooke et Spain [412] (1929), Tuft et Rams- 
dell [46] (1929), et de nombreux auteurs pensérent que ces 
réagines étaient des anticorps. Mais elles posséderaient, pour 
certains, des caractéres particuliers qui les différencieraient des 
anticorps anaphylactiques et ont été appelées, pour cela, anticorps 
atopiques par Coca [40]. En fait, il semble bien que la réaction 
de cera Kktistner soit un cas particuher de l’anaphylaxie 
passive décrite par M. Nicolle en 1907 [26], lorsqu’il montra que 
l‘anaphylaxie pouvait étre transmise 4 un animal neuf par injec- 
tion & celui-ci du sérum d’un animal sensibilisé. 

On peut injecter d’abord l’anticorps, puis Vantigéne, ou 
Vinverse, et ceci chez un animal de méme espéce que celui qui 
a fourni le sérum (a. p. homologue) ou d’espéce différente (a. p. 
hétérologue). Dans les réactions d’a.p. générale, on cherche 
a déclencher, chez les animaux en expérience, un choc anaphy- 
lactique typique. Par contre, dans la. p. locale, en général | 
cutanée, on obtient des réactions dermiques oedématcuses el 
érythémateuses traduisant la présence d’anticorps fixés. 

Ces réactions se différencient, par leur aspect, de Ja réaction 
d’Arthus, chez le lapin. Cette réaction, qui est hémorragique ct 
nécrosante, correspond a des anticorps circulants, ct posscde 
encore d’autres caractéres différents dans le déclenchement et le 
mode d’apparition [28]. 

On ne les confondra pas, non plus, avec les réactions anaphy- 
lactoides, qui sont des réactions vasculo-conjonctives de certains 
organes 4 potentiel inflammatoire élevé. Elles s’observent en 
général chez le rat, aprés injections intraveineuses ou sous- 
cutanées, mais non intradermiques, de certaines substances. Elles 
ne sont pas spécifiques et leur évolution est aigué ou chro- 
nique [48]. 

Les réactions d’anaphylaxie culanée passive peuvent étre mul- 
tiples, ce qui facilite les titrages in vivo [80]. Plusieurs modalités 
d’expérience ont été mises au point. L’une d’elles consiste a 
injecter Vanticorps par voie intradermique, puis l’anligéne par 
voile intraveineuse. L’antigéne peut étre administré par aérosol | [44]. 
Ainsi, le déclenchement ‘de la réaction se fait A distance, mais 
la réaction elle-méme est locale. L’antigéne peut étre injecté seul 
ou accompagné d’un colorant, qui met en évidence la réaction 
cutanée (Ramsdell [82], Ovary (30)). 

La réaction de Prausnitz-Ktistner semble done étre une réaction 
d@anaphylaxie passive cutanée locale, dans laquelle l’anticorps et 
Vantigéne sont injectés au méme endroit, par voie intradermique, 
et qui permet des examens quantitatifs [54, 53]. 

De Besche (1923) [2], Tuft et Ramsdell (1929) [46], Cooke et 
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Spain (1929) [42] et, plus tard, d’autres auteurs parmi lesquels 
Lippard (1937) [24], ont réussi a transmettre, grace a cette reac- 
tion, la sensibilité au sérum de cheval que possédent les sujets 
atteints de « maladie du sérum » qui présentent une précipitine. 
Toutefois, Cooke et Spain pensaient que, si la réagine et la 
précipitine procédaient d’un méme mécanisme immunologique. 
ces deux anticorps ne sont pas identiques. Or, on peut provoquer 
la réaction de Prausniltz-Kiistner chez Vhomme avec des sérums 
dont on a éliminé les précipitines [44] et l’on sait maintenant que, 
pour les anticorps anti-diphtériques, il existe une troisiéme sorte 
d’anticorps non précipitants et non sensibilisants pour la peau [24]. 
De méme, les anticorps anti-ambrosie produits chez le cobaye et 
sensibilisant la peau humaine normale sont indépendants du taux 
(agglutination avec du collodion sensibilisé par l’antigéne et de 
Ja sensibilité au choc [22]. 

Aprés de nombreuses discussions, il semble que le point de 
vue uniciste, qui voyait un seul anticorps mis en évidence suivant 
plusieurs modalités, soit maintenant dépassé au profit de celui 
qui voit plusieurs anticorps, malgré la concordance des mani- 
festations, en particulier dans la maladie sérique [46]. Les anti- 
corps sensibilisant la peau ne seraient pas dirigés contre l’anti- 
géne qui produit des précipilines, mais contre des antigénes 
présents 4 Vétat de traces [50]. 

Le cas des dérivés nitro-chlorés du benzéne, étudié par 
Landsleiner et Chase (1937) [23], montre bien que les anticorps 
de la réaction de Prausnitz-Kiistner sont de type assez parti- 
culer : injectés dans le derme, ils sont simultanément a l’origine 
d’une sensibilité anaphylactique et d’une sensibilité cutanée de 
type allergique. L’immunisation se ferait, non pas contre le 
corps chimique de poids relativement faible, mais contre un 
conjugué de ce corps, formé in vivo avec une protéine sérique 
de animal {9}. Le sérum des animaux préparés transmet l’ana- 
phylaxie classique, mais non la sensibilité cutanée. Les auteurs 
supposent que celle-ci serait due a des anticorps se fixant pré- 
cocement dans le derme. On peut aussi transmettre la sensibilité 
au 2-4-dinitrochlorobenzéene en injectant a l’animal des leucocytes 
vivants ou des broyats d’organes [419, 39]. 7 

Le mécanisme lui-méme de la réaction de Prausnitz-Ktstner 
est encore mal connu. Il est possible de le rapprocher de celui 
de la réaction d’anaphylaxie cutanée passive, telle qu’elle est 
pratiquée par Ovary et qui semble étre une réaction in vivo de 
fixation du complément, en présence d’exceés de complément {27}. 

Quant aux anlicorps, les réagines, la thermostabilité qui était 
considérée classiquement comme une de leurs caractéristiques, 
est maintenant tres contestée [42]. On les obtient maintenant 
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a Pétat purifié. Par électrophorése-convection, elles semblent 
présentes dans toutes les fractions globuliniques [6]. Mais l’élec- 
trophorése sur amidon {20}, l’électrophorése continue [5] et la 
chromatographie sur cellulose [47] ont montré qu’elles sont loca- 
lisées aux y-globulines, en particulier aux fractions rapides y,. 

‘C’est Ramsdell qui, le premier, a obtenu la réaction de 
Prausnitz-Kiistner chez l’animal (1928) /32]. De nombreux auteurs 
Pont utilisée pour transmettre une sensibilité cutanée d’une 
espéce a l’autre. Les uns ont échoué, par exemple, pour le pas- 
sage du lapin a homme [44, 45, 13]. De nombreux autres ont 
eu des résultats positifs, par exemple, du lapin au cobaye [2] et 
du lapin a homme {42, 2, 44, 22]. 

Ces réactions hétérologues sont, dans bien des cas, particulié- 
rement délicates a interpréter. Ainsi, Aladjem (1957) [4], en 
essayant de transmettre a la peau humaine la sensibilisation de 
lapins immunisés contre divers antigénes protéiques (ovalbumine, 
albumine et lactoglobuline bovines, etc.), a observé deux réac- 
lions. La premiére, immédiatement aprés l’injection de sérum, 
de méme aspect que la réaction de Prausnitz-Kiistner, et ne 
s’observant qu’avec les sérums de lapins immunisés, correspon- 
drait soit & une réaction d’anaphylaxie passive inversée, le sérum 
de lapin étant antigénique pour homme, soit a une réaction 
avec des complexes antigénes-anticorps circulant dans lorga- 
nisme du lapin. La seconde est une véritable réaction de Prausnitz- 
Kistner et s’observe aprés injections successives d’anticorps puis 
d’antigéne. C’est dire que de telles réactions doivent étre faites 
soigneusement et comporter de nombreux controles. 

Dans le présent travail, nous nous sommes attachés surtout a la 
recherche des relations entre action agglutinante d’immunsérums 
anti-thrombocytaires obtenus chez le lapin, et la détermination, 
a Vaide de ces sérums, de la réaction de Prausnitz-Kitistner chez 
le méme animal et chez le cobaye. Quelques-uns de nos essais 
ont porté également sur des sérums humains anti-thrombocytaires, 
des sérums expérimentaux anti-foie, quelques hétéro- ct 1iso- 
agglutinines et un sérum anti-plasma humain. 


TECHNIQUE U'TILISEE. 


Les réactions ont été effectuées en série sur le Japin ou sur le cobaye. 
Une large surface cutanée dorsale et bilatérale était rasée et des points 
de repére colorés, distants de 3 4 6 cm, étaient disposés en quinconce. 
Deux injections intradermiques étaient effectuées au méme point de 
repere, 4 vingt-quatre heures d’intervalle dans le cas du lapin, a trois 
heures d’intervalle dans le cas du cobaye ; ces deux injections intro- 
duisaient successivement au méme point l’anticorps puis l’antigéne. 
La premicre injection était de 0,50 cm* chez le lapin et de 0,10 cm® 
chez le cobaye d’une dilution au vingtiéme du sérum a étudier ou de 
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l'une de ses fractions absorbées. La seconde injection était de méme 
volume que Ja premiére ; l’antigene introduit était une suspension 
de plaquetles sanguines renfermant enyiron 10 millions d’éléments 
par millimetre cube. Pour prévenir infection, chaque injection était 
augmentée de son demi-volume d’une solution de 500 000 unités de 
pénicilline dans 15 cm? d’eau physiologique. Le nombre de réactions 
distinctes effectuées simultanément atteignait 15 chez le cobaye, 
30 chez le lapin. 

Il faut noter cependant qu’un choix devait étre fait parmi les ani- 
maux, car cerlains ne réagissaient pas aux injections. De plus, parmi 
les lapins réagissant positivement, cerlains possédaient un revétement 
cutané trés mince, ce qui occasionnait une diffusion sous-cutanée des 
cedémes et leur confluence. Nous avons pu €viter le plus souvent cet 
incident en choisissant nos lapins dans la race fauve de Bourgogne 
et en préférant pour les injections la surface cutanée dorsale a la 
région ventrale. 

La lecture des résultats fut faite aux intervalles de temps suivants : 
quinze minutes, une heure, trois heures, quarante-huit heures, ce 
qui permit d’apprécier, par rapport aux témoins-antigéne ou anticorps, 
Vintensité et la durée de la réaction positive. Celle-ci se traduisait 
par un cedéme cutané plus ou moins accusé, accompagné ou non 
d’érythéme, laissant place, au bout d’un jour ou deux, 4 une papule 
dermique résiduelle, dont le diamétre variait de 0 A 5 mm chez le 
cobaye et de 5 & 50 mm chez le lapin. 


RESULTATS. 


I. ErupeE pU SERUM DE LAPIN N° 384 ANTI-THROMBOCYTES DE BOEUF. 
— Les figures 1 et 2 montrent une série de réactions chez un 
lapin ayant regu des injeclions : 1° du sérum n° 384 (lapin anti- 
ihrombocytes de boeuf) ou de ses fractions adsorbées sur diffé- 
rents culots plaquettaires ; 2° d’une suspension de plaquettes de 
mouton ou de chévre (l’interprétation donnée aux réactions est 
figurée sur un plan). On voit que la réaction se présente avec 
une intensilé variable ; elle est strictement locale, ce qui permet 
d’étudier sur un méme sujet la spécificité comparée d’un sérum 
et de ses fractions absorbées vis-a-vis de suspensions plaquet- 
taires d’espéces différentes. 

Il a été vérifié que certaines réactions intenses et durables vis- 
a-vis de l’antigéne plaqueltaire, apparaissaient négatives ou 
fugaces lorsqu’on remplagait les plaquettes par des globules 
rouges ou du plasma de méme espéce, ce qui est en faveur d’une 
réaction spécifiquement anti-thrombocytaire. De plus, apres 
contact in vitro avec certains culots plaquettaires, le sérum ne 
réagit plus in vivo sur certaines suspensions de plaquettes anté- 
rieurement positives. L’absorption de l’anticorps in vilro corres- 
pond done a Vinhibition de la réaction dermique in vivo. En 
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Tic, 1. — Photographie de l’abdomen d’un lapin chez lequel ont été pratiquées 
plusieurs réactions de Prausnitz-Kiistne, 
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Fic. 2. — Schéma correspondant indiquant l’intensité de chaque réaction 


el sa notation. 
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d’autres termes, cette réaction du type Prausnitz-Ktstner met 
en évidence Ja présence d’anticorps anti-thrombocytaires, ou 
inversement leur absence lorsque le sérum a préalablement été 
mis en contact de l’antigéne thrombocytaire. 

Le tableau I présente Ja réaction in vivo du sérum n° 384 et 
de ses fractions absorbées sur des culots plaquettaires de 
7 mammiféres, l’homme y compris. ‘Le sérum et ses fractions 
sont étudiés vis-a-vis de suspensions plaquettaires de boeuf et de 
cheval et les mémes réactions sont effectuées simultanément chez 
le lapin et chez le cobaye. 


TasLeau I. 


AW/MAL IMJECTE 
SUS PENSIONS 
SERUM 


f2 


FRACTIONS ABSORBEES 
SUR CULOTS PLAQUETTAIRES DE 


On voit que, si Pabsorption réalisée sur le culot bovin n’est 
pas suffisante pour inactiver la réaction in vivo, en revanche le 
culot plaquettaire de cheval absorbe les anticorps actifs sur les 
suspensions plaquettaires de cheval ou de beeuf. 

Le culot plaquettaire de mouton absorbe également les anti- 
plaquettes de boeuf et de cheval, ce qui apparait lorsque la réac- 
tion est effectuée chez le lapin. Au contraire, lorsqu’on opére sur 
le cobaye, la réaction reste positive vis-a-vis des deux suspen- 
sions plaquettaires. I] semble done que l’espéce de lanimal 
injecté puisse jouer un réle propre dans la « positivité » de la 
réaction. 

Le culot plaquettaire caprin absorbe l’anticorps anti-plaquettes 
de beeuf, laissant subsister une réaction antiplaquettes de cheval, 
ce qui est en faveur d’une dualité d’anticorps. 
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Les plaquettes humaines semblent capables également d’une 
certaine absorption des anticorps. 

Mis a part le cas du culot plaquettaire de mouton montrant des 
différences dues & Vanimal qui a servi aux expériences, on peut 
done conclure & un certain parallélisme de réaction des diffé- 
rentes fractions sériques chez le lapin et chez le cobaye. 

Toutefois, on observe que ces réactions déterminées par des 
anticorps de lapin évoluent plus vite et sont plus intenses chez 
le Japin que chez le cobaye. 


TasLteau II, 
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Le tableau II récapitule les résultats obtenus chez le lapin 
avec le sérum n° 384 examiné vis-a-vis des 7 suspensions plaquet- 
taires étudiées. Contrairement au tableau I, il a été dressé en 
tenant compte des témoins-anticorps et en distinguant les réac- 
tions vraies dues 4 la présence des deux éléments : anticorps et 
antigéne, des réactions faibles de certains témoins : anticorps plus 
eau physiologique. 

On voit que l’étude comparée in vivo permet de déceler au 
moins deux anticorps anaphylactiques différents, les antigénes 
correspondants se trouvant isolés en particulier l’un chez le 
cheval, l’autre chez le chien (comparer les deux colonnes du 
tableau). 
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Dans les deuxieme et troisieme lignes, nous nous sommes 
efforcés de délimiter les deux communautés antigéniques thrombo- 
cytaires, par recoupements des résultats de Yabsorption et des 
résultats de l’action directe des fractions absorbées. Des doutes 
subsistent quant a la présence dans certaines espéces de l'un ou 
Vautre de ces antigénes, notamment lorsque les suspensions 
témoins donnent lieu a une réaction positive in vivo. 

Les antigénes décelés paraissent faibles dans cerlaines espéces 
(X chez le mouton, Y chez Vhomme). Dans ce cas, l’action 
directe des surnageants aprés absorption peut faire défaut, mais 
Vabsorption décéle ces antigénes ; nous avons signalé ce phéno- 
mene dd a différentes affinités antigéniques dans nos études 
in vitro. Enfin, ’hypothése explicative du tableau II n’exclut pas 
existence d’autres anticorps faibles indélerminés pouvant étre 
actifs dans d’autres espéces animales. 

Un tableau récapitulatif analogue au tableau II relatif a la 
réaction du méme sérum chez le cobaye met en évidence, 
quoique de fagon beaucoup moins nette, la premiére communauté, 
mais ne permet pas de déceler la seconde, ce qui montre une 
sensibilité plus grande de la réaction in vivo lorsque le sérum 
étudié et l’animal injecté sont de méme espéce. 

Enfin, il faut remarquer 4 l’examen du tableau II que ’immun- 
anticorps du lapin spécifique des plaquettes de boeuf, aisément 
décelable in vitro, ne donne lieu 4 aucune réaction d’anaphylaxie 
locale. Signalons que |’étude d’un sérum de lapin (n° 381) anti- 
plaquettes de porc ne permet pas non plus de mettre en évidence 
Vanticorps spécifique anti-plaquettes porcines. 


II. Essai AVEC DES SERUMS HUMAINS DOUES in vilro D’UNE ACTI- 
VITE ANTI-THROMBOCYTAIRE. — Une seule expérience est faile par 
injecuon au lapin de cing sérums humains renfermant une 
thrombo-agglutinine et pour certains une leuco-agglutinine. Cing 
sérums humains normaux sont injectés simultanément comme 
témoins. Les dix sérums ont été préalablement absorbés sur des 
culots globulaires de lapin pour éliminer l’hétéro-anticorps 
despéce. Les résultats sont les suivants: trois sérums de 
malade et trois sérums témoins sont négatifs ou douteux. 

Detx sérums de malades sont faiblement positifs et deux 
sérums témoins ont Vactivité la plus forte. Tous les sérums, 
excepté l'un des deux positifs précédents, sont doués d’une acti- 
vilé propre sur le derme des lapins. En résumé, dans les deux 
séries de 5 sérums, on trouve la méme proportion de sérums 
actifs (2 sur 5) et les 2 sérums les plus actifs se classent parmi 
les témoins. ‘La transmission au lapin d’une sensibilité cutanée 
pores ge oe humaine antithrombocytaire n’est done pas 
obtenue. 
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Ill. Eruprz DE DEUX IMMUNSERUMS DE LAPIN ANTI-FOIE HUMAIN 
In°> 292 et 404] (1). — Des injections de ces sérums sont faites 
i 6 cobayes et 38 lapins. ‘Les dilutions de sérum employées 
varient de 1/5 a 1/20. L’antigene du tissu hépatique d’homme, 
de bceuf, de mouton, de pore ou de lapin, a été préalablement 
lavé, broyé, puis ly ophilisé. Il est remis en suspension a raison 
de 1 4 10 mg pour 1 cm’ d’eau physiologique. Parallélement, des 
réactions sont recherchées vis-a-vis de suspensions elobulaires, 
plasma ou sérum des mémes espéces, a différentes dilutions. 

L’expérience montre que ces sérums donnent souvent une forte 
réaction positive chez le cobaye et chez le lapin, jusqu’a une 
dilution de 1/5 a 1/20, vis-a-vis du foie humain et du foie de pore. 
Une faible réaction est observée vis-a-vis du foie de lapin, tandis 
que la réaction est nulle ou trés faible vis-a-vis du foie de bceuf 
ou de mouton. 

Les globules rouges en suspension a 1,5 p. 100 ne donnent 
lieu, en général, a aucune réaction, tandis que le foie ou le 
plasma réagissent parfois directement sur le derme du cobaye 
ou du lapin. Toutefois, Vinjection préalable de V’anticorps anti- 
foie augmente considérablement l’intensité de la réaction positive 
obtenue avec les antigénes : foie et plasma d’homme et de pore. 

La réaction la plus forte et la plus nette est celle qui est 
obtenue avec le foie, ce qui est en faveur d’une spécificité propre 
du tissu hépatique, surtout si lon tient compte du fait que l’anti- 
gene plasmatique est beaucoup plus concentré en protéines que 
Pantigéne hépatique (dilution du plasma: 1/10 pour dilution 
d’antigéne hépatique lyophilisé, 1 mg pour 1 cm’). On remarque 
que un des deux anticorps de lapin parait plus apte que l’autre 
i se fixer sur le derme. Son titrage in vivo chez le lapin montre 
que la réaction ne se produit plus cependant 4 une dilution supé- 
rieure a 1/5 vis-a-vis du folie de porc. 


IV. EruDE DE QUELQUES SERUMS HUMAINS NORMAUX ET PATHOLO- 
GIQUES VIS-A-VIS D’ANTIGENES HEPATIQUES ET PLASMATIQUES D’HOMME, 
DE BOEUF ET DE Porc. — Un sérum humain normal de groupe O, 
un sérum d’homme atteint de cirrhose hépatique, un des sérums 
expérimentaux précédents (n° 404) sont étudiés par injection au 
lapin, vis-a-vis des antigénes suivants : foie el plasma d’homme, 
de bowuf, de pore. 

Les trois sérums réagissent trés fortement vis-a-vis de l’anti- 
eéne : foie de porc. Seule cette réaction persiste un et deux jours 
aprés Vinjection d’antigéne. La réaction la plus intense est celle 


(1) Nous remercions M. le professeur A. Lemaire, grace 4 qui nous 
avons pu obtenir le matériel antigénique humain et les sérums de 
sujets cirrhotiques utilisés dans ces expériences. 
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des deux sérums humains. Le titre de cet anticorps anaphylac- 
tique d’homme anti-foie de pore est de 1/8 chez un autre lapin. 

Une étude comparable est faite sur 4 nouveaux lapins a l’aide 
de : 1 sérum humain de groupe B, 1 sérum humain de groupe O, 
i sérum humain de groupe AB et Je sérum précédent d’homme 
alteint de cirrhose. 

Ces sérums sont examinés vis-a-vis de foie et de plasma de 
pore et vis-a-vis de foie humain atteint de cirrhose. En compa- 
rant les réactions obtenues avec celles des témoins anticorps et 
anligéne, on voit que les sérums B et AB donnent des réactions 
trés intenses vis-a-vis du foie de pore, les deux autres sérums 
réagissant plus faiblement. L’antigéne foie humain cirrhotique 
est également moins actif que l’antigéne foie de porc. ‘Les 
résultats sont sensiblement les mémes aprés absorption des 
sérums sur des culots globulaires d’homme A et B ou de lapin. 

Pour rechercher d’éventuels anlicorps dans le sérum des 
malades atteints de cirrhose, 5 de ces sérums et 5 sérums 
humains normaux de divers groupes sont examinés simu'tanément 
chez deux lapins vis-a-vis de foie cirrhotique. Cing de ces 
10 sérums donnent des réactions positives concordant chez les 
deux lapins, mais ne paraissant pas en relation avec l’existence 
de la cirrhose (8 sérums normaux sont les plus actifs). 


V. ETUDE CHEZ LE LAPIN DE SERUMS AGGLUTINANTS VIS-A-VIS D’ ANTI- 
GENES ERYTHROCYTAIRES. — Dans une premiére épreuve, les 
sérums suivants sont étudiés chez le lapin vis-a-vis d’érythrocytes 
humains A et B : 2 sérums O, 2 sérums AB, 2 sérums A (anti-B). 
Des deux sérums O, l'un est négatif, Pautre fortement positif 
vis-a-vis des globules rouges A et B. Les deux sérums anti-B 
réagissent faiblement sur les deux catégories de globules rouges. 
Les deux sérums AB réagissent fortement sur les globules 
rouges A et B. 

Dans une deuxiéme épreuve, 4 sérums provenant respective- 
ment d’individus O, A, B, AB sont étudiés vis-a-vis de globules 
rouges O, A, B. L’hétéro-agglutinine humaine anti-lapin est 
@abord absorbée. Aprés l’absorption, l’agglutinine anti-A des 
sérums O et B titre respectivement 1/256 et 1/1000 et laggluti- 
nine anui-B des sérums O et A titre 1/16 et 1/64. Les résultats 
des injections sont les suivants : 

a) Le sérum AB réagit fortement sur les globules rouges : 
OFAN Es 

b) Le sérum B (anti-A) réagit fortement sur les globules 
rouges: O, A. 


c) Le sérum A (anti-B) réagit fortement sur les globules 
rouges:. © 
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Ce dernier sérum réagit faiblement sur les globules rouges A 
ct B et le sérum O, peu actif, réagit faiblement sur les globules 
rouges B, 

D’autres essais sur le lapin, & Vaide d'un hétéro-anticorps de 
cheval ianti-mouton ne sont pas couronnés de sueces, une forte 
réacuon étant obtenue par action directe de la suspension glo- 
bulaire de mouton sur le derme du lapin, ce qui masque la 
réaction de Vanticorps. 


VI. ErupE D’UN SYSTEME ANTI-GLOBULINIOQUE. — Un sérum de 
lapin anti-plasma humain, injecté a un lapin a dilutions crois- 
santes détermine, aprés injection de l’antigéne (sérum humain 
dilué au 1/5), une trés violente réaction s’étendant au-dela de 
la dilution : 1/32. L’injection de sérum sans intervention ulté- 
rieure de Vantigéne détermine seulement une faible réaction aux 
points : 1/1 et 1/2. Deux jours aprés la derniére injection, les 
lémoins sont absolument négatifs tandis que les réactions obte- 
nues restent fortement positives. 

tenouvelée sur un second lapin avec des dilutions de sérum 
plus élevées, Vexpérience révéle une forte réaction s’étendant 
jusqu’a la dilution de 1/256 et une réaction modérée atleignant 
1/8 000. 

Huit souris recevant respectivement en trois points de la peau : 

1° Du sérum de Japin anti-plasma humain, puis de l’eau physio- 
logique, 

2° De Veau physiologique puis de la globuline y humaine pure, 

3° Du sérum de lapin anti-plasma humain puis de la globu- 
line y humaine pure 
manifestent une sensibilité prononcée a Vinjection du sérum anti- 
plasma, Cependant, chez deux d’entre elles, la réaction sérum 
plus globuline y est beaucoup plus intense que la réaction des 
{émoins. 

DiscussION ET CONCLUSION. 


Il est possible de résumer, point par point, nos résultats de la 
maniére suivante : 


1° SGRUMS ANIMAUX ANTI-THROMBOCYTAIRES. — Nous avons montré 
Vexistence de deux antigénes : X, présent chez le cheval, la chévre, 
le mouton, faible chez le pore et le boeuf, et Y, présent chez le 
chien, et, plus faiblement, chez le pore et Vhomme, et peut-étre 
présent chez la chevre. Il est intéressant de rapprocher ces 
résullats de ceux que d'autres auteurs et nous-mémes avons 
obtenus par d’autres méthodes. Par agglutination et absorption, 
nous avions observé cinq antigénes thrombocytaires : A (beeuf, 
chien, mouton, pore), B (beeuf), C (cheval, chévre, mouton), 
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D (cheval, chévre, mouton, porc), P (pore) [88]. Nos antigénes X 
Y sont probablement respectivement analogues 4 D et A [25]. 

Plusieurs auteurs ont récemment insisté sur la présence de 
fibrinogéne dans les plaquettes humaines [40] et animales [36]. 
Certains sont méme allés jusqu’a affirmer que tous les antigénes 
dits thrombocytaires connus n’étaient, en fait, que du fibrinogéne, 
et que celui-ci était responsable, en particulier, des phénomenes 
immunologiques altribués aux plaquettes. D’autres sont moins 
formels : par exemple, Salmon et Bounameaux ont constate la 
parenlé des fibrinogénes de boeuf, homme, pore et mouton. Mais 
ils ont aussi constaté, chez le boeuf et le cheval, des antigénes 
thrombocytaires vrais et parents, alors que le fibrinogéne de ces 
deux especes ne présente pas de parenté [37, 38]. 

Nous ne pensons pas qu’il soit encore possible de dire si les 
antigénes thrombocylaires décrits dans le présent travail corres- 
pondent a du fibrinogéne fixé ou 4 des anligénes proprement 
plaquettaires. Dans le premier cas, ils pourraient aussi étre consi- 
dérés, a notre avis, comme des antigénes plaquettaires, de facon 
analogue aux antigénes Lewis qui se fixent sur les érythrocytes 
de ?homme. 


90 


2° SERUMS HUMAINS ANTI-THROMBOCYTAIRES. — Nos résultats ont 
été négatifs. Nous n’avons pas obtenu la transmission au lapin 
de activité d’un anticorps anti-thrombocytaire, qui se comportait 
in vitro comme thrombo-agglutinant. 


90 


3° IMMUMSERUM DE LAPIN ANTI-FOIE HUMAIN. — Les réactions 
positives avec les antigénes foie d’homme et foie de pore 
montrent une parenté entre ces deux antigénes. Les réactions de 
controle avec du plasma et des érythrocytes semblent en faveur 
@une spécificité antigénique du tissu hépatique. Nous avions pré- 
cédemment conslaté, en utilisant la méthode de Boyden (agelu- 
tination d’hématies tannées puis recouvertes d’antigénes), que le 
fole humain était trés peu antigénique pour le lapin, qu’il soit 
employé sous forme d’extrait total, ou de fractions nucléaire. 
cytoplasmique ou mitochondrique [34]. Cet exemple de différence 
de résultats de deux méthodes montre bien l’intérét qu’il y a, en 
immunologie, & rechercher Jes anticorps par plusieurs techniques. 


4° SERUMS HUMAINS NORMAUX ET PATHOLOGIQUES ET ANTIGENES 
HEPATIQUES. — Aucun anticorps particulier a la cirrhose hépa- 
lique n’a élé décelé dans le sérum des malades examinés. L’anti- 
corps anaphylactique anti-foie de pore découvert dans les sérums 
humains parait indépendant des anticorps anti-A ect anti-B de 
"homme. Signalons qu’avec la réaction de Boyden, sur 9 sujets 
atteints de cirrhose hépatique, nous n’avons eu aucun résultat 
positif chez 7 d’entre eux avec Je foie d’homme, de beeuf, de pore 
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et de mouton. Avec un de ces sérums, nous avons ecu une réac- 
tion positive avec le foie de boeuf et faiblement positive avec le 
foie d’homme et de pore; avec un autre de ces sérums, une 
réaction positive avec le foie de pore seulement. On rapprochera 
ce dernier résultat de celui que nous rapportons dans la présente 
publication. Par contre, des sérums normaux et des sérums de 
sujets atteints d’autres affections ont donné des résultats cons- 
tamment négatifs [85]. 


5° HEMAGGLUTININES HUMAINES ET AGGLUTINOGENES ERYTHROCY- 
cyTaIrREs. — Les hémagglutinines anti-A et anti-B ne semblent 
pas en cause dans la réaction de Prausnitz-Kiistner, mais un 
anticorps anaphylactique, actif sur les érythrocytes humains, es! 
rencontré dans des sérums de groupes AB, B, A et dans certains 
sérums O. Cet anticorps est plus actif vis-a-vis des érythrocytes O 
eet A examinés que vis-a-vis des B. 


6° SysTEME ANTI-GLOBULINIQUE. — La réaction semble permettre 
Je tilrage des sérums anti-plasma et anti-globulines, chez le lapin, 
qui est trés sensible 4 ce systéme. 


Résumis. 


La technique de Prausnitz-Ktistner pour la recherche de 
l’anaphylaxie cutanée passive permet l'étude in vivo de certains 
anticorps obtenus expérimentalement. 

Elle parait étre a retenir pour l’élude de la spécificité comparée 
d’anticorps pour des protéines de différentes origines. 

La réaction est surtout intéressante pour la recherche chez 
Yanimal d’immun-anticorps homologues. Elle permet de mettre 
en évidence chez le lapin et chez le cobaye différents anticorps 
anti-thrombocytaires de lapin, correspondant 4 des communautés 
antigéniques entre thrombocytes d’espéces différentes. Une de ces 
communautés au moins semble correspondre a une communaulé 
plaquettaire décrite in vitro. Toutefois, un essai chez Je lapin 
‘i Vaide d’iso-agglutinines humaines anti-thrombocytaires n’a pas 
donné de résultat. 

Des sérums de lapin immunisés vis-a-vis de foie humain pos- 
sedent une activité spécifique anti-foie humain et anti-foie de 
pore, ce qui montre une application possible de cette réaction 
4’ l’étude des sérums anti-tissus ou anti-organes. 

Certains sérums humains présentent également une activilé 
antifoie de pore qui n’est pas en relation avec l’existence des iso- 
agelulinines anti-A et anti-B (ces agglutinines ne déterminent 
aucune réaction positive). Aucun anticorps n’est décelé dans le 
sérum des hommes atteints de cirrhose, mais certains sérums 
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humains possedent un anticorps anaphylactique actif sur les glo- 
bules rouges humains. 

Enfin, la réaction est particulitrement sensible pour déceler 
les précipitines anti-globuliniques. 


SUMMARY 


Tue Prausnirz-KtistNER REACTION IN EXPERIMENTAL IMMUNOLOGY. 
APPLICATION TO THE STUDY OF ANTI-PLATELET, ANTI-HEPATIC 
AND ANTI-GLOBULINIC ANTIBODIES. 

EXPERIMENTS CARRIED OUT WITH SOME HETERO- 

AND ISO-HEMAGGLUTININS AND CERTAIN HUMAN PATHOLOGICAL SERA. 


The Prausnitz-Ktstner reaction for the demonstration of pas- 
sive skin anaphylaxis allows to study in vivo certain experimen- 
tally induced antibodies. 

It seems possible to use it for the study of the comparative 
specificity of certain antibodies towards proteins of different 
origin. 

This reaction particularly applies to the demonstration of homo- 
logous immune-antibodies in animals. It allows to demonstrate 
in rabbits and guinea-pigs different rabbit ianti-platelet anti- 
bodies, proving the existence of common antigens in platelets 
from different animal species. In one case at least, the results 
seemed to correspond to the ones obtained in vitro. However, 
an experiment realized on rabbits with human anti-platelet iso- 
agglutinins, yielded negative results. 

Sera from rabbits immunized against human liver possess a 
specific activity against human and swine liver, The reaction 
might then be useful in the study of anti-tissue or anti-organ 
sera, 

Certain human sera also possess an anti-swine liver activity 
which has no relationship with the existence of anti-A and anti-B 
iso-agglutinins (these agglutinins do not give any positive reaction). 

No antibody has been demonstrated in the serum of cirrhotic 
human beings, but certain human sera possess an anaphylactic 
antibody which is active against human red blood ceils. 

Finally, the reaction is particularly sensitive for the demonstra- 
tion of anti-globulinie precipitins. 


* 
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LA NUMERATION DES GERMES TELLURIQUES 
PAR LA MICROSCOPIE DIRECTE EN LUMIERE BLANCHE 
ET EN FLUORESCENCE 


par J. AUGIER et J. POCHON (*). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


La numération des bactéries du sol constitue l’un des temps 
majeurs de l’analyse microbiologique des terres et le nombre des 
méthodes proposées montre a la fois toute importance du pro- 
bleme et ses difficultés. Dans l’ensemble, toutes les techniques 
décrites peuvent se ramener A deux types : 

1° Les unes utilisent des milieux de culture solides ou liquides ; 

2° Les autres emploient la microscopie directe en lumiére 
blanche ou en fluorescence. 

Si les premiéres sont techniquement simples, elles ont le défaut 
d’étre trés peu sensibles et ne dénombrent guére que le dixiéme 
ou le centiéme de la flore tolale. 

C’est pourquoi les méthodes en microscopie directe paraissent 
apporter la solution au probléme. En fait, la encore, il existe un 
certain nombre de difficultés, 4 savoir : Vhomogénéité des sus- 
pensions, la méthode de coloration et le mode d’examen des 
préparations. 


J. — LA MICROSCOPIE EN LUMIERE BLANCHE. 


La technique de Jones et Mollisson /4} représente le cas type 
des méthodes en microscopie directe. Aprés l’inclusion, sous 
volume connu, d’une suspension de terre en gélose et coloration 
au bleu d’aniline acétique, on compte le nombre de germes au 
microscope et en lumiére blanche. Le principe de cette méthode 
est évidemment excellent; mais c'est au moment du comptage 
qu’apparaissent les difficultés. 

D’abord, il n’est pas possible de distinguer entre les germes 
morts et les germes vivants, ce qui est pourtant essentiel. 

Un autre inconvénient réside en ce qu'il est malaisé de dis- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1958. 
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linguer entre une particule organo-minérale et un microorga- 
nisme, lorsque les germes sont petits et les fragments amorphes, 
nombreux et ténus. La encore, la coloration n’aide pas a faire 
ja distinction, qui reste basée uniquement sur la morphologie. 
La conséquence de cet inconvénient est imprévisible et dépend 
essentiellement de. l’observateur.’ C’est. pourquoi il est recom- 
mandé de compter un trés grand nombre de champs, 70 par 
exemple. Ce chiffre nous parait bien trop élevé, puisque la pré- 
cision d’une mesure double statistiquement, quand le nombre des 
répétitions augmente au carré. Nous pensons plutot que les auteurs 
ont espéré compenser les estimations, faites par défaut sur un 
champ, par les estimations par exces sur un autre. Mais le sen- 
timent et le jugement d’un observateur ne sont pas dus au hasard, 
et dans ce domaine le nombre des répétitions ne fait guére 
quwintroduire d’une maniére encore plus sire le sentiment de 
Vexpérimentateur dans l’expérience. Les calculs statistiques faits 
sur les résultats montreront peut-étre une dispersion fort hono- 
rable, mais ils ne couvriront en fait qu'une erreur systématique 
faite au départ par l’expérimentateur, un écart type petit ne mon- 
lrera guére que lVendurance et la constance de jugement de 
lobservateur. 

Enfin, et ¢’est presque lia le plus grave, Vhomogénéité trés 
décevante des suspensions de terre introduit un facteur de dis- 
persion échappant absolument a toute interprétation, d’autant 
que. cetle hétérogénéité varie avec les terres. On se trouve, en 
effet, en présence d’éléments les uns bien dispersés et facilement 
identifiables, et les autres formant des amas plus ou moins impor- 
tants avec des germes fixés a leur surface, cétés visibles et cdtés 
invisibles. L’estimation du nombre des germes contenus dans 
ces particules de terre est impossible a préciser. Enfin il existe 
des microcolonies de germes qu’il est presque impossible de 
compter. Certains auteurs [2], du moins a V’aide de la micro- 
scopie en fluorescence, ont essayé de tourner la difficulté en 
complant d’une part les germes libres et de autre les zooglées, 
en faisant une estimation du nombre de germes qu’elles con- 
liennent ; le rapport du nombre de zooglées au nombre de germes 
totaux leur a donné un indice, qui semble avoir une importance 
dans l’estimation de Ja valeur des terres ainsi que dans les cycles 
saisonniers. 


Nous pensons qu’il serait préférable de pouvoir compter effec- 
tivement le nombre de germes réels vivants par gramme de terre. 
La microscopie en fluorescence, introduite par Strugger [3] et 
développée en Allemagne par Burrichter [2], a apporté incontes- 
tablement des améliorations et nous a fait espérer résoudre le 
probléme. 
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II. — La MICROSCOPIE EN FLUORESCENCE. 


Le gain majeur apporté par la microscopic en fluorescence est 
Pintroduction méme du fluorochrome, en l’occurrence l’orangé 
d’acridine. En effet, ce colorant a la remarquable propriété de 
colorer en vert brillant les germes vivants, c’est-a-dire en état 
dactivité biologique, les germes morts et les particules amorphes 
étant colorés en rouge sombre. Nous avons en 1949 [4] vérifié au 
micromanipulateur l’exaclitude de cette propriété. Il est done 
possible de compter uniquement les germes vivants. 

La différence méme des teintes, entre ces germes et les parti- 
cules de terre, permet un examen infiniment plus aisé qu’en 
lumiére blanche et l’importance de |’équation personnelle, surtout 
avec un peu d’habitude, est presque complétement annulée. Cetle 
différence de teinte permet méme d’apercevoir aisément des 
germes fixés sur des particules. 

Nous nous sommes en outre assurés que les particules vertes 
brillantes étaient bien des germes, en faisant les séries de 
témoins convenables : en particulier suspension de terre aulo- 
clavée, particules de cellulose finement divisées par voie chimique, 
mécanique ou biologique. Il nous a semblé que les causes 
erreur étaient minimes 4 condition de s’en tenir aux germes 
colorés en vert trés brillant quelles que soient leurs dimensions 
(on en trouve en effet de trés petits), loute particule verte mais 
mate n’est pas un germe vivanl méme si sa morphologie semble 
la faire prendre pour tel. 

Si ces avantages déja trés appréciables sont dus aux propriétés 
du fluorochrome, ce dernier ne peut résoudre a lui seul le pro- 
bléme de l’hétérogénéité des suspensions. 

Cette critique trés grave persiste donc pour la microscopie en 
fluorescence. Nous avons essayé de la résoudre. 

Dommergues |5], dans une étude sur Ja numération des ferro- 
bactéries, a utilisé comme dispersant du pyrophosphate de 
sodium en solution 4 1 p. 1 000 dans l’eau distillée. Nous avons 
également essayé d’utiliser cetle propriété des pyrophosphates, ct 
de fait son action est spectaculaire. 

Dans le cas des suspensions faites en eau distillée, on voit dans 
le champ microscopique des amas rougeatres plus ou moins volu- 
mineux, renfermant des centaines de germes a leur surface. Entre 
ces amas se trouvent des espaces presque vides, ot l’on peut 
distinguer quelques germes libres et quelques particules organo- 
minérales. 

Dans le cas des suspensions faites en pyrophosphate a 
1 p. 1000, on constate une dispersion remarquablement homo- 
géne des germes et des particules de terre. Tout le champ micro- 
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scopique est parsemé d’un piqueté rouge et vert avec ca et la 
quelques amas toujours petits, sur lesquels on peut apercevoir 
4 45 germes ou méme moins. Seules les terres trés argileuses 
se laissent moins bien disperser et présentent quelques amas, 
mais qui semblent renfermer peu de germes. 

Nous allons maintenant donner les détails techniques du mode 
opératoire. 


Ill. — TrcuniqurE EN FLUORESCENCE. 


1° Le microscope. — Nous utilisons un microscope binoculaire 
ordinaire, sous le condenseur duquel est disposé un filtre bleu 
en verre spécial pour fluorescence (1), et dans le corps du micro- 
scope, au-dessus de l’objectif, nous disposons un filtre jaune en 
verre également spécial pour arréter complétement les rayons 
bleus que laisse passer le premier (1). 

Nous utilisons l’objectif & sec 40 x, oculaire 10 x, ou l’immer- 
sion 50 x, oculaire 8 a 10 x (huile a immersion spéciale pour 
fluorescence ou huile de vaseline). Nous employons un oculaire 
a quadrillage pour faciliter le comptage. 


2° La rampr. — Nous utilisons une lampe a vapeur de mercure 
haute pression (2) spécialement construite pour la fluorescence. 


3° PREPARATION DE L’EMULSION DE TERRE. — Broyer a sec, ou 
dans son état d’humidité naturelle, 1 g de terre jusqu’a homo- 
généisation trés compléte. Ajouter 10 a4 100 ml, le plus souvent 
50 ml, selon la richesse en germes, de pyrophosphate de sodium 
a 1 p. 1000. Broyer de nouveau, laisser décanter une heure au 
moins. Décanter jusqu’a la derniére goutte. Broyer le sédiment 
trés longuement (au moins cing minutes) et émulsionner dans la 
partie précédemment décantée. On a ainsi une suspension trés 
homogeéne et a particules fines. 


4° CoLoration. — Dans 5 tubes a essais répartir 4 ml par 
exemple d’émulsion par tube; ajouter V, X, XV, XX et 
XXX goultes respectivement, avec un compte-gouttes, donnant 
XX gouttes au centimétre cube, d’une solution d’orangé d’acri- 
dine 4 1 p. 1000. Bien mélanger. Laisser reposer une a deux 
minutes et monter entre lame et lamelle comme il sera décrit 
plus loin. 

On choisira la concentration maxima possible, c’est-a-dire celle 
qui laisse encore les germes vert brillant et les particules 


(1) Il s’agit de 1’équipement de filtre A fluorescence de Wild. 


(2) Tl s’agit de la lampe de Zeiss 4 vapeur de mercure haute pres- 
sion HBO200. 
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amorphes rouges (on peut avoir avantage A introduire les levures 
comme témoin de la coloration : elles doivent étre presque toutes 
vertes, 70 p. 100 environ, les autres jaunes et quelques-unes 
rouges). 


5° MONTAGE DES PREPARATIONS ET COMPTAGE. — A l'aide d’une 
pipette Pasteur convenablement effilée pour donner C gouttes au 
centimétre cube, déposer sur une lame trés propre 0,01 ml de 
la suspension colorée et aussit6t recouvrir d’une lamelle pour 
hématimétre de 22 mm sur 22 mm. Laisser la goutte diffuser 
delle-méme et luter les bords a la paraffine sans avoir appuyé 
sur elle. On a ainsi une préparation dont l’épaisseur est de 21 u. 
Laisser sédimenter deux a trois heures et examiner au microscope 
a fluorescence. On compte les germes contenus dans le quadril- 
lage de Voculaire. On étalonnera au micrométre le diamétre du 
champ microscopique, ce qui permet de calculer le nombre de 
germes par gramme de terre séche en tenant compte des dilutions 
faites, y compris celle provoquée par l’introduction du colorant, 
et du taux de Vhumidité de la terre. 

I] faut totaliser 250 & 500 germes pour avoir une précision 
correcte (de l’ordre de 20 a 30 p. 100). 


IV. — QUELQUES RESULTATS. 
Terre de jardin voisine des mulls ........ 3,0.10 
Loess’ de la région parisienne ........... 1A E10? 
ROI Zen ee rear a Se ee cere rac eee a 8,9.10° 
IN Kc On Boa reg he as can ba eat a ari CN REN na ge? 3 re baba 


CONCLUSION. 


Si la microscopie en fluorescence associée au pyrophosphate 
résout tous les probleémes posés par la microscopie directe : ne 
pas compter les germes morts, les distinguer des particules 
amorphes, compler tous les germes (probléme des amas et adsorp- 
tion sur les particules organo-minérales), il ne faut pas croire 
qu'il n’y a plus de difficultés. Cette méthode, certainement trés 
intéressante, nécessite un certain entrainement, bien moindre qu’en 
microscopie ordinaire, mais encore suffisant pour limiter son 
extension. On se fatigue vite, et a la longue l’ceil, s’accoutumant 
a voir le rouge, finit par moins bien distinguer les contrastes de 
couleurs, principal avantage de la méthode. [I] faut se reposer 
tous les 4 4 5 champs. A notre avis, la microscopie en fluores- 
cence constitue une excellente méthode de référence de numé- 
ration des germes telluriques qu'il est encore difficile de faire 
passer en pratique courante & moins d’avoir un ceil infatigable. 
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SUMMARY 


ENUMERATION OF SOIL BACTERIA BY DIRECT MICROSCOPICAL 
EXAMINATION AND BY FLUORESCENCE MICROSCOPY. 


The authors have used a solution of sodium pyrophosphate 
as a dispersing agent. This technique, associated with fluores- 
cence microscopy, resolves all the problems of direct microscopy. 
But it requires training, which limits its use. The eye gets easily 
tired and is then no more able to distinguish the colour contrasts 
which are the main advantage of the method. Therefore, fluores- 
cence microscopy is an excellent technique for enumeration of 
soil bacteria, but it cannot be a routine methode. 
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ETUDE DES COURBES D’EFFET BACTERIOSTATIQUE 
DES ASSOCIATIONS D’ANTIBIOTIQUES 


par J.C. PATTE, H. HIRSCH et Y. CHABBERT (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoire de l Hépital) 


Lorsqu’on associe deux antibioliques, on observe un effet bacté- 
riostatique pour des proportions variables des deux produits. Le 
phénomeéne peut étre exprimé en fonction des quantités de chacun, 
et traduit par des courbes établies par rapport a différents systémes 
d’axes de coordonnées. 

Ces phénomeénes bactériostatiques ont élé étudiés ici suivant 
deux techniques permettant d’en suivre l’allure générale, l’une en 
milieu liquide, l’autre en milieu gélosé. 

Les résultats de ces deux types de techniques ont été exprimés 
dans un systéme commun de coordonnées, différent des systémes 
classiques, et aboutissant 4 des courbes voisines de celles qui sont 
visualisées par les techniques de diffusion en gélose. 

Ces courbes vont d’abord permettre de savoir si les phénoménes 
observés en milieu solide sont voisins de ceux observés en milieu 
liquide ; et V’inventaire des différents types de courbes obtenues 
ménera 4 une classification plus détaillée des effets favorables et 
défavorables. 


EXPOSE DES TECHNIQUES 


I. — TECHNIQUE EN MILIEU LIQUIDE. 


1° Principe : La technique utilisée est la technique des dilu- 
tions sériées en carré : celle-ci consiste 4 réaliser une association 
compléte de deux gammes de dilutions serrées de deux antibio- 
tiques, de facon que chaque concentration d’un antibiotique se 
trouve en présence de toutes les concentrations de la gamme de 
Vautre antibiolique, et inversement. 

Ce principe a été largement utilisé par de nombreux auteurs : 
Klein et Kalter [1], Bigger [2], Despois et Pinnert [3], Chabbert [4], 
Klein [5], Bourse [6] et Vacca [7]. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 décembre 1957. 
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a“ 


Cette technique présente un réel intérét, car elle réalise toutes 
les combinaisons possibles entre deux gammes de deux antibio- 
tiques. A la seule condition que les gammes soient suffisamment 
serrées, elle permet sans conteste de juger de la valeur de 
n’importe quelle autre technique, qui n’en sera qu'une simplifi- 
cation, et dont le résultat sera obligatoirement inscrit dans celle-ci. 

Elle permettra non seulement de connaitre leffet réalisé par 
le mélange de deux concentrations prises au hasard, effet favo- 
rable ou défavorable, mais aussi de définir les courbes completes 
résultant d’une association totale des concentrations des antibio- 
liques. 

2° Technique ; a) Détermination préalable rapide de la concen- 
tration minimum inhibitrice (C. M. I.) des deux antibiotiques, a 
l'aide d’une gamme de dilutions assez étalée. 

b) Toutes les dilutions sont effectuées en bouillon enSemencé 
avec 10° germes/cm’; pour conserver partout un inoculum iden- 
tique, les opérations sont réalisées & 4°, de maniére que le 
démarrage de la croissance se fasse dans tous les tubes au méme 
moment. 

On réalise des gammes-méres sous un volume de 25 cm’, en 
bouillon ensemencé, chaque tube renfermant par centimétre cube 
une concentration double de la concentration terminale qu’on veut 
obtenir. Ces concentrations terminales réalisent une gamme de 
20 tubes en progression géométrique 3/4, par exemple 1, 0,75, 
0550; O87. ete: 

L’association de ces deux gammes de 20 tubes se fera sur un 
portoir carré de 400 tubes. 

Chaque concentration de la gamme-mére d’un antibiotique A, 
que nous appellerons horizontal (décroissance horizontale de la 
gamme), est répartie 4 raison de 1 cm* par tube dans tous les 
tubes d’une rangée verticale correspondante du portoir. 

De méme, 1 cm’® de chaque concentration de la gamme-mére 
de l’antibiotique B, dit antibiotique vertical, est réparti dans tous 
les tubes d’une rangée horizontale du portoir. Le volume terminal 
sera de 2 cm’, la dilution des concentrations des antibiotiques 
étant ainsi de 1/2; chaque tube renfermera bien alors les concen- 
trations terminales recherchées. 

Par ailleurs, des gammes des antibiotiques isolés seront obte- 
nues en mélangeant 1 cm* des solutions méres de concentration 
double avec 1 cm* de bouillon ensemencé. Des tubes témoins de 
bouillon ensemencé ne renfermant pas d’antibiotique seront égale- 
ment adjoints. 

c) Les concentrations initiales des gammes seront différentes 
suivant les phénoménes que l’on va observer, de maniére a pou- 
voir les saisir entiérement. 
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Dans le cas d’une addition ou d’une synergie, la courbe d’asso- 
clation se dessinera pour des concentrations plus faibles que la 
C.M.I. On repoussera donc celle-ci a l’extrémité supérieure de 
la gamme, qui démarrera 4 une concentration double de la C. M. I. 
déterminée au préalable. 

Au contraire, pour un antagonisme, la courbe d’inhibition se 
réalisera pour des concentrations plus élevées; la C.M. I. sera 
placée a l’extrémité inférieure de la gamme, et le point de départ 
en sera un multiple convenablement calculé. 

d) Les portoirs ainsi réalisés sont placés au bain-marie a 37° 
pendant seize heures, aprés quoi la culture est arrétée par 1 cm’ 
de formol 4 10 p. 100. 

ce) Lecture des points limites : 

La croissance est appréciée par lecture turbidimétrique de l’effet 
Tyndall 4 Vaide d’un photométre type Meunier, Leifo, etc. 

Pour échapper a la discontinuité des résultats habituellement 
obtenue par les méthodes de dilution, nous avons utilisé la concen- 
tration inhibitrice 50 p. 100 (C. 1,50) déterminée comme suit : 

A l’aide de la courbe d’étalonnage du photométre, on traduit 
le degré de turbidimétrie de chaque tube, en pourcentage d’inhi- 
bition de croissance du tube témoin, ot la culture n’a pas été 
inhibée par Vantibiotique (en fait, moyenne de 10 tubes témoins). 

Puis, pour chaque rangée et chaque colonne de tubes, on opére 
comme il est habituel de le faire pour les courbes standards de 
dosages photométriques des antibiotiques : on trace sur papier 
semi-logarithmique la courbe d’inhibition en portant : 

a) En ordonnée (gradient arithmétique), le pourcentage d’inhi- 
bition de chaque tube ; 

b) En abscisse (gradient logarithmique), les concentrations 
correspondantes de la gamme de l’antibiotique variable dans cette 
rangée ou cette colonne. 

Sur cette courbe, on détermine les concentrations déterminant 
50 p. 100 d’inhibition (C. I. 50). 

Ces valeurs représentent donc la concentration de V’antibiotique 
variable dans la rangée ou la colonne considérée quil faut ajouter 
a la concentration de l’antibiotique qui y est fixe pour obtenir 
50 p. 100 d’inhibition. 


3° Tracé de la courbe d’associalion: Utilisant cette fois un papier 
log-log, avec, comme variables, les concentrations de chaque 
antibiotique, on portera d’abord : horizontalement, les 20 concen- 
trations de la gamme de lantibiotique horizontal auxquelles 
correspondent 20 concentrations déterminées expérimentalement 
(résultats des colonnes) de l’antibiotique vertical, portées sur l’axe 
vertical, donnant ainsi 20 points de la courbe ; et, inversement, 
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verticalement, les 20 concentrations de la gamme de l’antibiotique 
vertical, qui, avec les valeurs correspondantes de l'autre (résultats 
des rangées), donneront 20 autres points. 

La courbe réunissant ces points sera tracée. 

(Notons que les valeurs données par les deux séries de 20 points 
s’entrecoupent d’une facon trés serrée et permettent ainsi d’éli- 
miner des valeurs aberrantes.) 

Cette courbe sera tangente aux axes de coordonnées correspon- 
dant aux C.1.50 de chaque antibiotique (déterminées d’une facon 
similaire sur les gammes des antibiotiques isolés). 

Mais les variables obtenues dans cette méthode, exprimées en 
concentrations pondérales, sont différentes de celles qu’on peul 
obtenir en milieu solide, qui, comme nous le verrons, sont expri- 
mées en pourcenlage de la concentration inhibitrice. 

Pour rendre Ja comparaison possible, il faut done opérer un 
changement de variables. Pour cela, il suffira de faire, par trans- 
lation, un simple changement d’axes de coordonnées, en utilisant 
les axes primaires du papier log-log. De cette fagon, les concen- 
trations pondérales se trouveront ainsi directement lsibles en 
pourcenlage des concentrations inhibitrices (ces derniéres se trou- 
vant 4 Vorigine, au point d’intersection 1-1 des axes). 


Il. — TECHNIQUE EN MILIEU SOLIDE. 


1° Principe : Une méthode rapide pour l’étude des associa- 
lions d’antibioliques est celle des bandes de papier imprégnées 
d’antibiotique et disposées a 90°, méthode de Bonifas [8], ulilisée 
depuis par de nombreux auteurs : Chabbert [4], Malchair, Knapp 
et Jacherts [9], Dye [410], Weil ct Kotsevalov |44] et Hlava [412] : 

Dans langle formé par les handes, la ligne de croissance traduit 
Veffet bactériostalique de association, en réalisant une interaction 
compléte et continue des deux gradients d’antibiotiques qui diffu- 
sent. Dye [40] en a proposé une modification intéressante, utilisant 
quatre bandes de papier disposées en carré, qui donnent deux 
courbes de l'association et une courbe de chaque antibiotique 
associé a lui-méme. 

Comme |’ont montré les travaux de Cooper et Woodman [43], 
Vesterdal [44], Humphrey ct Lightbrown [45], de nombreux fac- 
leurs entrent en jeu dans ce. phénomeéne et en font varier prin- 
cipalement l’intensité, mais aussi la qualité. Ce sont les facteurs 
qui jouent sur la pente du gradient de diffusion des antibiotiques ; 
ils sont surtout représentés par des conditions de milieu, de pH, 
d’inoculum, de temps d’incubation. 

Pour rendre notre phénoméne plus lisible, nous avons choisi 
les conditions suivantes qui nous ont semblé optima : eélose assez 
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molle (1 p. 100), en trés faible épaisseur (1 mm), prédiffusion 
des antibiotiques dix-huit heures avant l’ensemencement. 

2° Technique : La technique de diffusion est réalisée sur une 
plaque de verre carrée 20 x 20 cm du type décrit par Chabbert 
et Boulingre [46], remplie d’une couche de 1 mm d’épaisseur 
d'une gélose ensemencée avec 10° germes/cm*. ‘Le milieu gélosé 
a une composition identique a celle du milieu utilisé dans Ja 
technique précédente. Les bandes de papier ont 10 cm de long 
sur 10 mm de large ; elles sont disposés en carré suivant l’arran- 
gement de Dye [10], deux bandes de chaque antibiotique occupant 
les cdtés jomtifs du carré (nous verrons plus loin lintérét de 
cette disposition). Les bandes ont été imprégnées d’antibiotiques 
& une concentration netlement supérieure a la C.M. I. (environ 
dix fois); ceci permet d’éliminer des résullats paradoxaux 
obtenus par Weil et Kotsevalov [44]. 

La plaque est mise 4 prédiffuser & 4° pendant dix-huit heures, 
ie est placée 4 37° pendant vingt-quatre heures. 

° Expression des résultats : L’image obtenue est grossie sept 
ai el photographiée. Les lignes d’ inhibition sont décalquées sur 
papier millimétré. 

Il est 4 peu prés impossible de connaitre la concentration 
réelle des antibiotiques présente a la ligne d’inhibition qui repré- 
sente le phénomeéne. On peut dire, par contre, que, par définition 
au niveau de la droite d’inhibition donnée par l’antibiotique seul, 
la concentration est 100 p. 100 inhibitrice. Et, la décroissance 
dans la gélose étant admise comme suivant une raison loga- 
rithmique, on pourra connaitre, a défaut des concentrations 
pondérales, les pourcentages des concentrations inhibitrices en 
chaque point; il suffira pour cela de posséder le module de 
diffusion logarithmique de Vantibiotique dans la gélose. 

Or, Varrangement de Dye [40] nous permet de connaitre la 
valeur de ce module, puisqu’il nous donne }’action de l’anti- 
biotique contre lui-méme; la courbe obtenue est évidemment 
symétrique. Si l’on trace la bissectrice de l’angle d’association, 
le point ot celle-ci coupe la courbe d’inhibition correspond par 
définition & une C.M.I. 100 p. 100, mais aussi, par raison de 
symétrie, a deux C.M, I. 50 p. 100. Les coordonnées de ces 
points aux axes (droites de C. M. I. 100 p. 100) sont égales entre 
elles et égales au module de la décroissance logarithmique 
recherché. 

On calcule donc les modules pour chacun des deux antibio- 
tiques (notons que leurs valeurs sont généralement différentes, 
bien que trés voisines, ce qui entraine dans la forme de la courbe 
une irrégularité, non due a l’association, mais uniquement a la 
méthode utilisée) ; a Vaide de ces valeurs, on peut, apres calcul 
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convenable, transposer sur un papier log-log (identique a celui 
utilisé dans la technique en milieu liquide) sur lequel on obtient 
une courbe rectifiée. 

Donnons un exemple du calcul nécessaire : vite 

Soit un point X de la courbe décalquée sur papier millimé- 
trique ; ses coordonnées sont : 12 mm pour l’axe de C. M. I, de 
l’antibioltique A, 18 mm pour l’axe de C. M. I. de l’antibiotique B. 

Les modules de diffusion sont respectivement de : 

11 mm pour l’antibiotique A, 12,5 mm pour I’antibiotique B. 

Le module du papier logarithmique est de 125 mm. 

Une simple régle de trois donnera les coordonées en milli- 
métres 4a porter sur les axes du papier logarithmique, soit : 
(12 x 125)/11 pour l’axe A et (18 x 125)/12,5 pour l’axe B. 

On obtient ainsi un point de la courbe dont on peut lire les 
coordonnées en pourcentages des C. M. I. des antibiotiques. 

On réalise cette opération pour un nombre suffisant de points 
de la courbe décalquée (nous |’avons fait pour une cinquantaine 
de points) et la courbe définitive est alors tracée. 

Ainsi, pour ces deux lechniques, nous avons pu exprimer d'une 
facon parfaitement identique les résultats obtenus sur des azes 
de coordonnées logarithmiques ayant comme variables les pour- 
centages de concentration minima inhibitrice décroissant de 100 
a Vinfini. 

Cetle représentation est différente de la méthode habituelle 
d’expression mathématique des phénoménes d’association, telle 
qu’on l’utilise en pharmacologie, et qui a été appliquée aux anti- 
biotiques par de nombreux auteurs, et notamment Despois et 
Pinnert [3]. Celle-ci utilise des ares de coordonnées arithmétiques 
ayant comme variables des pourcentages de concentration minima 
inhibitrice croissant de 6 a 100. 

Une représentation du type de celle que nous proposons pré- 
sente l’avantage incontestable de rester trés proche du phéno- 
méne tel qu’il est possible de le visualiser, c’est-a-dire tel qu’il 
se manifeste selon la méthode de diffusion en gélose. 


R&SULTATS. 


‘Les deux techniques exposées ont été réalisées pour huit combi- 
naisons différentes, choisies parce que donnant des phénoménes 
d’aspect bien caractéristique : 

a) Association oléandomycine-tétracycline sur trois souches de 
staphylocoques Nev., Ro., 1475; 

b) Association PA 114 A-PA 114B sur une souche de staphy- 
locoque Col. ; 

c) Association érythromycine-spiramycine sur trois souches de 
staphylocoques Prest., Dard., Cag. ; 


? 
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d) Association érythromycine-streptomycine sur une souche 
d’entérocoque Desn. 

Chaque expérience a été réalisée deux fois, pour confirmer les 
résultats obtenus premiérement. 


I. — CoMmMPARAISON DES COURBES OBTENUES 
PAR LES DEUX METHODES. 


Grace a une représentation identique des deux phénomeénes, il 
nous a été possible d’étudier la similitude des résultats obtenus, 


Staph. S:A 
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permettant d’affirmer l’intérét véritable de la méthode de diffu- 
sion, par rapport a la méthode des dilutions sériées considérée 
comme méthode de référence. 

Pour chacune des expériences, nous avons pu vérifier qu’il 
existait un parallélisme extrémement rigoureux entre les résultats 
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obtenus par les deux techniques ; non seulement l’allure générale 
des courbes est semblable, mais encore les points caractéristiques 
(maximum, point d’inflexion, etc.) se retrouvent pour des rap- 
ports de concentration identiques. Le plus souvent cependant, 
on note un décalage de l’une par rapport a lautre, le milieu 
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solide semblant rendre le phénoméne plus sensible [mais ceci 
nest pas absolument général, le cas contraire se trouvant dans 
association oléandomycine-tétracycline pour la souche 1475] 
(fig. 1 et 2). 

Il semble donc qu’on puisse proposer la technique de la diffu- 
sion en gélose comme une technique fidéle et utilisable en labo- 
ratoire clinique pour étudier les associations d’antibiotiques. 
Elle est rapide, d’exécution relativement simple, et donne un 
phénoméne visible dont la lecture grossiére est aisée, avantages 
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importants quand on la compare a la méthode des dilutions 
sériées qui nécessite une installation importante, une manipula- 
lion extrémement longue et rigoureuse avant la lecture du 
phénomeéne. 

Il ne faut pas oublier cependant que : 

a) La préparation des bandes imprégnées d’antibiotiques est 
un temps long et délicat de la manipulation et dont leffet est 
considérable sur le phénomeéne ; 

b) L’ensemencement et les temps de prédiffusion ne sont pas 
fixés une fois pour toutes et doivent souvent étre adapltés au cas 
étudié ; 

c) Et surtout Vinterprétation peut souvent étre erronée, si elle 
est basée sur des irrégularités qui ne peuvent étre dues, comme 
nous l’avons vu, qu’aux différences relatives de diffusion des deux 
antibiotiques ; il est alors nécessaire de faire des corrections, dont 
la réalisation est fort longue. 

En fait, ces résultats ne concernent que la bactériostase et sont 
souvent cliniquement insuffisants; il est nécessaire de _ les 
compléter par une étude du pouvoir bactéricide de lassociation. 
La méthode de transfert sur cellophane (Chabbert [47], René 
Martin et coll. [48]) présente le grand avantage de donner lun 
et autre phénomeéne : dans le premier temps (avant le transfert) 
Vaction bactériostatique et dans le second temps (apres le trans- 
fert) Paction bactéricide de Vassociation. 


IJ. — Etrupr QUALITATIVE ET QUANTITATIVE DES COURBES. 
A. QUALITE DE L’AssocratTion. — On classe généralement l’effet 


des associations en quatre types : 

a) Indifférent: ‘L’effet d’un composant n’est absolument pas 
modifié par la présence de lautre et vice versa : cas extréme- 
ment rare ; 

b) Additif : Effet identique 4 celui obtenu par l’association d’un 
antibiotique a lui-méme ; la somme des pourcentages de C. M. I. 
en présence est toujours égale a 100 ; 


c) Favorable : L’effet est supérieur a leffet additif ; la somme 
des pourcentages de C.M.I. est inférieure a 100 ; 


d) Défavorable : L’effet est inférieur 4 Vaddition ; la somme 
est inférieure a 100. 

Selon la représentation en coordonnées arithmétiques, leffet 
additif sera représenté par la droite joignant les points 100, 
les effets favorables se situeront entre cette droite et les axes, 
les effets défavorables se dessineront a lextérieur de la droite. 

Nous obtenons, en coordonnées logarithmiques, pour l’addi- 
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tion, une hyperbole équilatere, les effets favorables étant plus 
éloignés des axes, les effets défavorables s’en raprochant. 

La représentation en coordonnées arithméliques présente d'une 
maniére tres visible les effets favorables voisins de |’addition, 
c’est-a-dire situés dans un seul module Jogarithmique ; par 
contre, des effets fortement favorables ou défavorables, s’étendant 
sur plusieurs modules, seront bien moins neltement observables, 
les courbes obtenues restant collées aux axes, ou s’en éloignant 
d’une maniére trop importante. 

Cet inconvénient disparait par l’emploi de coordonnées loga- 
rithmiques, et il nous a ainsi été possible d’étudier avec précision 
la forme de courbes représentant de tels phénoménes, et non 
plus leur seule situation vis-a-vis de l’effet additif. 


1° Effets favorables: Parmi les nombreuses associations ¢étu- 
diées dans notre laboratoire, les effets favorables se présentent 
constamment sous forme d’une courbe hyperbolique, de type 
additif, mais décalée plus ou moins de l’origine ; et, dans ces 
cas, l'association se montre souvent cliniquement favorable. C’est 
ici le cas de l’association oléandomycine-tétracycline (voir fig. 1). 

Or, certains auleurs, utilisant la méthode de diffusion en milieu 
solide, ont obtenu des courbes d’aspect caractéristique : il s’agit 
d’une droite pour Dye |40} et d’une demi-ellipse pour Knapp et 
Jacherts {9} (notons pourtant que ces auteurs ne corrigeaient pas 
les phénomenes dus a la diffusion) ; pour ces auteurs, ces repré- 
sentations, et elles seules, seraient l’expression d’un effet favo- 
vable, ce qui semble fort exclusif, 

Dans notre élude, un type de courbe tout a fait particulier 
a pu également étre mis en évidence a lVaide de l'association 
découverte par English et coll. [49]: PA 114A et PAII4B. 
Cette courbe (voir fig. 2) met en évidence : 

a) Un effet favorable trés important, s’étendant sur trois 
modules ; 

b) ‘L’existence d’une partie concave, tournée vers l’extérieur. 

En nous référant aux articles de Dye et de Knapp, il nous 
a paru remarquable que la courbe ici obtenue s’intégre parfai- 
tement (voir fig. 3) entre la droite et l’ellipse définie par ces 
auteurs ; celles-ci pourraient n’étre que les formes extrémes 
dune famille de courbes balies sur le type obtenu avec les 
PA 114A et B. 

Cette famille de courbes, dune formule toute particuliére, 
semble pouvoir ctre considérée comme représentant un phéno- 
mene de méme définilion : suivant ici Dye et Knapp, nous pro- 
posons de leur attribuer le qualificatif de synergie, en conser- 
vant pour les associations favorables d’allure hyperbolique (type 
général) le terme de potentialisation. ‘ 
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Le caractére particulier de la courbe de synergie s'expliquerait 
par la théorie précédemment exprimée par Klein [5]: pour cet 
auteur, dans le cas de cerlaines associations présentant un rap- 
port de concentrations éminemment favorable, il y aurait forma- 
tion d’un nouvel antibiolique, différent qualitativement de ses 
constituants, et dont l’activité serait considérablement plus élevée. 
On peut imaginer que ce « nouvel » antibiotique seul donnerait 
une courbe hyperbolique de type général; mais, sa C. M. I. 
propre ayant une valeur trés faible, la courbe se dessinerait 


SYNERGIES 
5 Dye 

6 Knapp 
7 Patte 


Antibiotique A 


2 ADDITION 
| INDIFFERENCE 


WMV 


Antibiotique B 


d’une maniére extrémement décalée quand on lexprime par 
rapport aux C. M. I. des antibiotiques « péres ». Ceux-ci donne- 
raient également des hyperboles, mais beaucoup plus rappro- 
chées de la courbe d’addition. 

C’est la formation, pour certains rapports de concentration, 
d’un corps nouveau beaucoup plus actif, qui fait passer d’une 
hyperbole 4 une autre, entrainant par ce passage la formation 
de la partie concave de la courbe avec ses deux points d’inflexion. 

Ceci n’est évidemment qu’une hypothése, mais, quoi qu’il en 
soit, l’expression d’un effet favorable revét certainement des 
aspects divers et une terminologie différentielle semble néces- 
saire. Le méme probleme se pose d’ailleurs également en phar- 
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macologie générale et Veldstra [20], dans une revue recente, 
aboulit a des conclusions fort semblables. 

2° Effets défavorables : Ici encore, deux types différents de 
courbes nous ont été donnés par des associations antagonistes : 

a) Association érythromycine-spiramycine, souche Cag. (courbe 4 
de la fig. 3). L’association se traduit par une courbe a deux 
branches hyperboliques, théoriquement infinies, asymptotes a la 
bissectrice de l’angle d’association. C’est la courbe obtenue par 
la neutralisation acide-base. 

b) Association streptomycine-érythromycine, souche Desn., sen- 
sible & Pérythromycine, limite a la streptomycine. 

c) Association érythromycine-spiramycine, souches Prest. ct 
Dard., toutes deux résistantes a l’érythromycine (courbe 3 de la 
Hig. 3). 

Pour ces trois souches, l’action de l’érythromycine n’est pas 
modifiée par l’autre antibiotique, alors que leffet bactériostatique 
de ce dernier présente une inhibition nettle par de trés faibles 
concentrations d’érythromycine (inférieures A 0,01 p. 100 de la 
C. M.1.). L’antagonisme est donc unilatéral ; la courbe part de 
lorigine et présente un maximum pour un certain rapport de 
concentrations. 


B. Raprportrs DE CONCENTRATIONS PARTICULIEREMENT FAVORABLES. 
— Certaines associations présentent des rapports de concentra- 
lions particulierement actifs, qui se traduisent sur une courbe 
hyperbolique de type général par un maximum. La position de 
ce maximum, trés intéressante A connailtre, est difficile aA déter- 
miner avec précision sans de longs calculs. La meilleure méthode 
consiste a réaliser une représentation d’un autre type (courbe 
d’eutectique), portant en abscisse les pourcentages de chaque 
composant dans Je mélange (allant de 0 4 100 pour l'un et de 
100 a 0 pour l'autre dans le sens inverse), et en ordonnée, sur 
les deux axes verticaux, le pourcentage de leffet favorable 
obtenu. Le maximum dune telle courbe est facile A déterminer, 
el son abscisse donne directement le pourcentage favorable. 

Pour éviter ces calculs, on peut réaliser un artifice commode : 
il suffit de tracer sur un papier calque, que l’on appliquera sur 
Ja courbe, une série d’hyperboles équilatéres, paralléles 4 ’hyper- 
bole d’addition mais asymptotes a des droites de pourcentages 
de C. M.I. égales, inférieures & 100 (soit 90 p. 100; 80 p. 100, 
75 p. 100, 70 p. 100, etc.). Le point de la courbe étudiée qui 
se trouvera sur hyperbole la plus éloignée, c’est-a-dire de coor- 
données les plus faibles, sera le maximum; ses coordonnées 
donneront le rapport favorable. Une opération semblable est 
réalisable pour la courbe arithmétique, en tracant cette fois des 
droites paralléles & la droite d’addition. 
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Trois souches ont ¢té éludiées avec l’association oléandomycine- 
tétracycline (voir fig. 1). 

Pour chaque souche, nous avons oblenu des courbes présentant 
une asymétrie. Celle-ci est assez peu marquée, mais se manifeste 
pour toutes trois 4 des rapports des concentrations des deux anti- 
biotiques trés voisins (exprimés en pourcentage de concentration 
inhibitrice) : 33 p. 100 de tétracycline et 66 p. 100 d’oléandomy- 
cine (+ 1,5 p. 100). L’importance de la potentialisation en ce 
point était différente pour les trois souches. 

Or, English et coll. [24] ont préconisé sous le nom de PA 775 
une association de ces deux antibiotiques 4 doses fixes renfermant 
66 p. 100 de tétracycline et 33 p. 100 d’oléandomycine, mais en 
pourcentages pondéraux. 

Voici les résultats obtenus (tableau 1). 


Tapceau I. 


Pourcentages: 
Souches en poids: en CMI: 


Tétracycl. | Oléandom.| Tétracycl.| Oléandom. 


Ces résultats sont particulérement intéressants, car la valeur 
clinique d’associations d’anuibioliques a dose fixe est actuellement 
lrés discutée. 

Ce tableau montre que, si le rapport pondéral du PA 775 se 
retrouve bien pour deux souches, il est trés éloigné pour une 
troisiéme, et qu’avec les pourcentages en C. M.I., on obtient des 
chiffres diamétralement opposés. 

Ces différences importantes, pouvant étre dues 4 la sensibilité 
propre de chaque germe, se manifestent alors que le phénoméne 
est étudié dans les conditions optima, c’est-a-dire l’antibiotique 
étant directement au contact du germe. Il est probable que ces 
différences seront encore plus importantes in vivo ; et il est diffi- 
cile d’imaginer qu'une association se retrouvera 4 son site d’action 
dans un rapport de concentrations idenlique au rapport primitif, 
maleré des différences d’absorption, de solubilité dans le plasma, 
de diffusion a travers la membrane cellulaire, ete. 

Une étude mathématique précise de ces phénomeénes trés parti- 
culiers de synergie et d’antagonisme doit pouvoir fournir des 
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renseignements importants sur la fixation de Vantibiouque a son 
site d'action. Notamment, dans des antagonismes entre antibio- 
liques d’un méme groupe, tels érythromycine et spiramycine, 
il est probable que des phénoménes d’inhibition entrent en jeu ; 
et l'étude de ces courbes d’association peut probablement per- 
mettre de savoir s’il s’agit d’inhibition compétitive ou non compé- 
litive, et d’approcher du mécanisme enzymatique mis en cause. 


RESUME. 


Nous avons étudié sur huit souches l’action bactériostatique 
compléte d’associations d’antibiotiques, que nous avons traduite 
en courbes suivant des coordonées logarithmiques exprimées en 
pourcentage des concentrations minima inhibitrices. 

Deux techniques ont été employées: méthode des dilutions 
sériées en milieu liquide et méthode de diffusion en gélose. La 
comparaison des résultats obtenus a montré que cette derniére 
technique représente réellement le phénoméne, et que, si elle est 
convenablement réalisée, elle peut étre utilisée avec profit d’une 
facon courante en laboratoire clinique. 

Les types trés divers des courbes obtenues permettent d’affirmer 
que la seule différenciation entre effets favorables et défavorables 
est insuffisante. 

Nous avons ainsi pu séparer des effets synergiques (PA 114A 
et PA 114 B) deffets simples de potentialisation ; les effets anta- 
gonistes se divisent également selon deux groupes de courbes 
différents. 

De plus, ces courbes peuvent présenter des asymétries (oléan- 
domycine-tétracycline), qui correspondent Aa des rapports de 
concentration particuliérement favorables. Ceux-ci sont comparés 
a une association a dose fixe proposée pour ces antibiotiques. 

Une étude précise de ces phénoménes peut sans doute rensei- 
gner sur le mode de fixation de l’antibiotique a son site d’action 


SUMMARY 


STUDY OF THE CURVES OF BACTERIOSTATIC ACTIVITY 
OF ANTIBIOTICS ASSOCIATIONS. 


Study of seven Staphylococcus aureus and one Enterococcus 
strains. This bacteriostatic activity is expressed in curves repre- 
senting the percentage of the minimal inhibitory concentration. 
_ Two techniques have been used : the method of serial dilutions in 
liquid medium, and that of diffusion in agar-gel. The comparison 
of the findings has proved that this last technique actually repre- 
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sents the phenomenon and that, when correctly carried out, it can 
be used in routine clinical laboratory work. 

The very different types of curves obtained prove that distinc- 
tion between favourable and unfavourable effects alone is not 
sufficient. 

The authors have been able to separate the synergistic effects 
(PA 114 A et PA 114 B) from the simple effects of potentialisa- 
tion. The antagonistic effects can also be divided into two 
groups of curves. 

Moreover, these curves may present asymmetries (oleandomy- 
cin-letracyclin), which correspond to particularly favourable 
concentration ratios. These ratios are compared to a fixed dosage 
association, which is proposed for these antibiotics. 

A careful study of these phenomena might give informations 
upon the mechanism of fixation of the antibiotic at the site of 
its activity. 
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ACTION DE LA SPIRAMYCINE 
SUR L’INFECTION EXPERIMENTALE DE LA SOURIS 
PAR H. PERTUSSIS 


par Robert GASTAL (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de la Société Parisienne 
d’ Expansion Chimique Specia, Livron {Dréme)) 


On sait que l’action de la spiramycine (1) s’exerce essentiel- 
lement sur les organismes 4 Gram posilif, vis-a-vis desquels son 
pouvoir inhibiteur est trés voisin de celui de l’érythromycine et 
de la carbomycine tout au moins in vulro [4]. 

Il semble cependant que le champ d’action de cet antibiotique 
est susceptible de s’étendre 4 certaines infections a germes Gram 
négatif. C’est ainsi qu’au cours de ces derniers mois, son emplot 
dans le traitement de la coqueluche a permis d’obtenir des 
résultats tres favorables |2]. 

In vitro, le bacille coquelucheux est trés sensible 4 ja spira- 
mycine. Cette sensibilité peut étre démontrée au moyen de deux 
méthodes classiques. : 

Par la méthode des disques de l'Institut Pasteur et en utili- 
sant le milieu de Bordet-Gengou a 20 p. 100 de sang de mouton 
et 4 pH 7,5, nous avons pu constater que l’action lytique de la 
spiramycine est de méme intensité que celle de la carbomycine, 
de l’érythromycine et du chloramphénicol. Avec une méme souche 
de H. pertussis et dans des conditions d’expérience comparables, 
nous avons obtenu, avec chacun de ces quatre antibiotiques, des 
zones d’inhibition d’un diamétre au moins égal a 30 mm. 

La méthode par dilutions de l’antibiotique dans le milieu de 
culture confirme et précise cette action étendue de la spiramycine 
sur H. pertussis. 

Les dilutions peuvent étre faites soit dans le milieu solide 
identique au précédent, soit dans un milieu liquide favorable au 
développement du germe (milieu synthétique du type Horni- 
brook [8}) qui fournissent l'un et l'autre des résultats identiques . 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 9 janvier 1958. 
(1) Spiramycine = 5337 RP = Rovamycine (N. S.). 
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les concentrations minima inhibitrices de l’antibiotique sont de 
Vordre de 1 43 we par millilitre de milieu. 

Ces concentrations, qui sont légérement supérieures a celles 
de |’4rythromycine et de la streptogramine dans les mémes condi- 
tions, témoignent cependant d’une remarquable activité. 

Il est bon toutefois de préciser que ces chiffres ne sont valables 
que pour les souches d’isolement en phase I ou II. En effet, les 
mutations subies par une souche au cours de son entretien au 
laboratoire semblent s’accompagner d'une résistance accrue aux 
antibioliques. 

Ces différences dans la sensibilité, suivant que Von s’adresse 
a tel ou tel stade du germe peuvent ¢tre mises en évidence par 
Vantibiogramme. 

Mais surtout, la méthode des dilutions en milieu solide permet 
de constater que les souches en phase I ou II présentent une sen- 
sibilité aux antibiotiques beaucoup plus grande que les souches 
en phase IV, comme en témoignent les résultats suivants obtenus 
avec trois antibiotiques différents (dont les quantités sont expri- 
mées en pg/ml de milieu) sur deux souches en phase II et trois 
souches en phase IV (tableau 1). 


Tasceau I. 


Ainsi, les variations bien connues et difficilement controlables 
du bacille coquelucheux, l’ignorance souvent de la « phase » dans 
laquelle se trouvent les souches dont on désire apprécier la sensi- 
bilité aux antibiotiques, font qu’on ne doit accorder qu'une 
confiance limitée aux indications fournies par les études in vilro 
et, en particulier l’antibiogramme, pour servir de guide a la 
thérapeutique des infections 4 H. pertussis. 

Plus significatifs et plus probants nous paraissent les essais 
in vivo que nous relatons ci-dessous et qui présentent d’autant 
plus d’intérét que l’animal réceptif employé développe, dans 
certaines conditions, une affection assez comparable 4 la maladie 


humaine. 
On sait que la souris blanche est l’animal de choix pour |’étude 
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expérimentale de H. pertussis. Mais le microbe agit différemment 
selon la voie d’introduction. Par les voles sous-cutanée, périto- 
néale ou intraveineuse, l’effet obtenu est purement toxique ; la 
souris meurt le plus souvent en quelques heures et les lésions 
retrouvées a l’autopsie sont identiques a celles créées par |’injec- 
tion de la toxine extraite du bacille; le germe lui-méme nest 
qu’exceptionnellement retrouvé dans le sang ou les divers organes. 

La spiramycine n’a aucune action sur cette intoxication, Elie 
ne peut empécher, ni méme, semble-t-il, retarder la mort des 
souris inoculées par voie péritonéale avec H. pertussis. Il est 
viaisemblable, en outre, que le bacille ne perd rien de son pou- 
voir toxigéne au contact de l’antibiotique. 

Depuis Pittman (1943), on sait que le germe peut proliférer 
dans le cerveau de la souris et nous avons eu l’occasion de le 
verifier. 

C’est de cette facon que Hegarty et Verwey [4] ont étudié Vacti- 
vilé expérimentale de la streptomycine sur H. pertussis. 

Mais celte méthode n’est pas sans inconvénients ; en parti- 
culier, les lésions traumatiques provoquées par l’injection au 
niveau des centres nerveux peuvent déterminer un certain pour- 
centage de mortalité accidentelle susceptible de fausser les 
résultats. 

Moins brutale nous a paru la voile pulmonaire pr6énée par 
Burnet dés 1937 [5]. Elle permet surtout de réaliser une infection 
présentant quelque ressemblance avec la maladie humaine [6] ; 
on sait, en effet, que H. pertusssis n’a de véritable affinité que 
pour l’arbre respiratoire. Pour ce faire, on peut introduire le 
germe dans la trachée elle-méme ; mais il est plus aisé et surtout 
plus rapide de Vinoculer par voie nasale sous légére anesthésie 
a léther. Avec des doses sublétales, le nombre de germes dans 
les poumons atteint un maximum vers le septiéme jour ; parallé- 
lement se développe chez Vanimal une immunité solide, sinon 
durable [7]; par contre, avec les doses infectantes de l’ordre de 
300 4 500 millions de germes, 80 p. 100 environ des animaux 
succombent entre le deuxiéme et le cinquiéme jour; le germe 
peut étre facilement isolé du poumon dans lequel il a abondam- 
ment prolhiféré. 

C’est la méthode que nous avons utilisée dans nos essais. 


MATERIEL ET TECHNIQUE. 


1° Animaux. — Souris blanches des deux sexes, agées de 
3 semaines, pesant de 10 a 12 g; c’est en effet avec de jeunes 
souris que l’on obtient les résultats les plus fidéles ; les souris 
adultes sont plus difficiles & anesthésier correctement et offrent, 
semble-t-il, une certaine résistance naturelle a l’infection. 
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2° SUSPENSION MICROBIENNE. — Elle est préparée extempora- 
nément dans de Teau salée stérile a partir d’une culture de 
quarante-huit heures sur milieu de Bordet-Gengou d’une souche 
de H. pertussis en phase I dont la virulence a été entretenue par 
au moins cing passages sur poumon de souris. In vitro, cette 
souche est trés sensible 4 la spiramycine ainsi qu’a la carbo- 
mycine, 4 lérythromycine et au chloramphénicol, peu sensible 
ou résistante aux autres antibioliques usuels. Elle est agglutinée 
a un taux élevé par un sérum test concentré de fabrication U. S. 
(Laboratoire Wyeth-Marietta), ainsi que par un sérum de lapin 
hyperimmunisé préparé par nous. 

La suspension a été utilisée au titre de 20 milliards de germes 
au miullilitre, déterminé par néphélométrie ; le liquide est filtré 
sur coton slérile avant lemploi. 

Des expériences préalables nous avaient permis de fixer approxi- 
mativement 4 100 millions de bacilles, la dose létale 50 p. 100 
(DL50) par voie nasale. 

De nos essais, nous n’avons retenu que ceux dans lesquels la 
dose infectante avait entrainé la mort de la totalité des témoins 
dans un délai maximum de cing jours; cette dose représente au 
moins 400 millions de microorganismes [8]. 


38° AntipiotiguE. — Nous avons employé la spiramycine sous 
forme de sulfate ; le produit est conservé a basse température en 
ampoules scellées sous vide. Pour les essais, nous avons utilisé 
une solution fraichement préparée a 1 p. 100 dans de l'eau dis- 
tillée stérile. 


4° ‘Tecuniour. — L’inoculation est réalisée en déposant au 
moyen d’une pipette calibrée deux petites gouttes de la suspen- 
sion microbienne (soit 1/50 de mullilitre environ) sur l’orifice des 
narines de la souris aprés anesthésie a ]’éther ; la pénétration du 
liquide dans les voles respiratoires supérieures est facilitée par 
les inspirations de l’animal [9]. 

‘La solution de spiramycine a été injectée par voie péritonéale. 
Des expériences antérieures avaient montré la nécessité d’admi- 
nistrer les doses précocement et en totalité au cours des premiers 
jours suivant immédiatement infection [40]. C’est pourquoi la 
premiére injection a été faite dans les quatre heures apres |’ino- 
culation des bacilles, les autres le lendemain et les jours suivants. 
La quantité injectée en une seule fois n’a jamais excédé 200 mg/kg ; 
ceci afin d’éviter une lyse trop brutale des corps microbiens pou- 
vant provoquer une libération massive d’endotoxine coquelucheuse. 


5° Lecture. — L’expérience nous a montré qu’il est prudent 
d’attendre le quinziéme jour pour faire la lecture des résultats. 
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En effet, & doses insuffisantes surtout, Vantibiotique, agissant de 
facon bactériostatique, a pour effet de suspendre provisoirement 
la virulence du germe, retardant ainsi la mort des animaux. Les 
cultures positives obtenues a partir du tissu pulmonaire de souris 
ayant suecombé tardivement prouvent qu’il en est bien ainsi. 


RESULTATS. 


Les résullats de nos essais sont rassemblés dans les tableaux II 
et III. 

Ces résullats montrent que pour une quantité de germes éva- 
luée au moms a 490 millions, action curative du sulfate de spira- 


TasLeau II. 
mae eure =e % 
; Te piece (Be sous survis 
50 3 0) 0% 
100 9 4 27 & 
150 3 2 40 % 
200 5 3 60 & 
300 5 3 | 60% 
350 5 4 80 % 
400 13 12 92 & 
500 10 9 90 & 
550 8 8 100 % | 


Suspension 
bactérienne 
(millions) 


mycine commence a s’exercer a la dose de 100 mg/kg. A cette 
dose, 25 p. 100 des animaux peuvent étre protégés ; de plus, dans 
la moitié des cas, la mort est retardée par rapport aux témoins. 
La quantité d’antibiotique nécessaire pour permettre la survie de 
toutes Jes souris tvaitées est de ordre de 550 mg/kg. Il convient 
de préciser que cetle quantité est capable de neutraliser une dose 
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infectante plusieurs fois létale, entrainant la mort des témoins 
dans un délai trés court. Nous avons pu constater, en effet, qu’a 
la DL50 qui est, nous l’avons vu, de l’ordre de 100 millions de 
germes environ pour la souche utilisée, la survie de tous les 
animaux traités nécessite seulement 150 mg/kg de sulfate de 
spiramycine en une seule injection. 

Ainsi, compte tenu de sa faible toxicité, on peut dire que cet 
antibiotique présente dans la coqueluche expérimentale de la 
souris, une réelle efficacité que confirment pleinement des essais 
cliques extrémement encourageants. 

Les doses actives nécessaires sont d’ailleurs trés proches de 
celles utilisées dans le traitement des infections expérimentales 
de la souris a germes Gram _ positifs (streplocoques, pneumo- 
coques) [44]. 


Resumi. 


° H. pertussis est tres sensible in vilro & Vaction de la spira- 
mycine (5337 RP-Rovamycine). Mais cette sensibilité présente des 
variations hées, semble-t-il, a Ja structure antigénique du bacille. 

2° Une série d’essais in vivo a permis de montrer que cet anti- 
biotique sopposait a Vinfection pulmonaire provoquée chez la 
souris, par une souche virulente de H. pertussis. 

se Chez cet animal infecté par une quantité de germes plusieurs 
fois mortelle, l’activité de la spiramycine, administrée A l'état de 
sulfate par voile péritonéale, se manifeste a partir d’une dose 
égale a 100 mg/kg. A raison de 550 mg/kg, cet antibiotique permet 
la survie de tous les animaux traités. 

4° Cette action sur H. pertussis est comparable a celle déja 
observée vis-a-vis des microbes & Gram positif virulents pour la 
souris. 

5° Elle explique les résultats cliniques obtenus dans le trai- 
tement de la coqueluche et de ses complications. 


SUMMARY 


EFFECT OF SPIRAMYCIN ON EXPERIMENTAL INFECTION 
or mick witH I. pertussis. 


1. H. pertussis is very sensitive to spimamycin (5837 RP-Rova- 
mycin) tn vilro, with differences which seem to depend upon the 
onus structure of the germ. 

. In vitro experiments have shown that spiramycin inhibits 
re "pulmonary infection induced in mice by a virulent strain of 
H. Re ae 

. When mice are infected with several lethal doses of H. per- 
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fussis, spiramycin sulfate injected intraperitoneally is efficient in 
doses of 100 mg/kg. Doses of 550 mg/kg allow survival of all 
treated animals. 

4. This activity of spiramycin is comparable to the one already 
observed towards Gram-positive microorganisms virulent for 
mice. 

5. This activity in mice accounts for the good clinical resulls 
obtained in the treatment of whooping-cough and its complica- 
lions. 
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APPARITION DU GENRE SERRATIA 
EN PATHOLOGIE HUMAINE 
ETUDE MICROBIOLOGIQUE DE 15 SOUCHES 


par L. MOLLARET et R. CHAMFEUIL (*). 


(Laboratoire de Bactériologie de la III® Région Maritime, Toulon 


[Médecin-Chef : Professeur agrégé GueEnnec)) 


L’augmentation croissante des antibioliques mis a la disposition 
du médecin, et surtout leur emploi abusif, ont provoqué des chan- 
gements remarquables de la flore habituellement rencontrée dans 
les affections microbiennes chez ’homme. Des microbes dont le 
pouvoir pathogéne semblait autrefois assez spécifique semblent 
maintenant capables de causer les infections les plus variées : on 
ne s’étonne plus d’isoler un staphylocoque dhémoculture chez 
un malade atteint d’endocardite, une Moraxella d’un_ liquide 
céphalo-rachidien, ou un Colibacille d’un pus d’otite... Certains 
mémes deviennent de plus en plus omniprésents, tels les Proleus 
et les pyocyaniques, et sont d’autant plus redoutables que les 
antibiotiques n’ont guére d'action sur eux. 

Enfin 4 cété de ces micro-organismes bien connus du bactério- 
logiste et du clinicien, on rencontre actuellement, de plus en plus 
souvent, des infections a germes saprophytes ou semi-sapro- 
phytes : peu ou pas sensibles aux antibiotiques, ils se mettent 
généralement a pulluler apres |’élimination des souches sensibles 
par Vantibiothérapie. On les rencontre ainsi tantot associés & un 
germe pathogéne classique, lantot a Pétat pur, et la question de 
leur pouvoir pathogene mérite d’étre posée. Parmi ces micro- 
organismes nouveaux venus dans la pathologie humaine, on peut 
citer les Pseudomonas, les Monilia (Candida albicans surtout), 
les Achromobacter, les Flavobacter, les Chromobacter, etc. 
Ces bactéries, auxquelles on n’était pas habitué, sont de ce fait 
souvent mal identifiées par Jes techniciens des laboratoires de 
clinique. I] en résulte une certaine confusion dans les esprits qui 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, scance du 9 janvier 1948. 
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ne disparaitra que par l’observation rigoureuse des régles de la 
laxonomie actuelle. 

Nous réservant de revenir ultérieurement sur ce probleme, nous 
voudrions simplement rappeler dans ce travail les caractéres bien 
particuliers d’un de ces microbes semi-saprophytes dont nous 
avons pu isoler un certain nombre de souches de différents pro- 
duits pathologiques. 

Il s’agit de petits batonnets, mobiles, cultivant sur les milieux 
usuels et dont la propriété la plus caractéristique est la production 
d’un pigment rouge intense sur les milieux de culture : autrefois 
connues sous le nom de Bacillus prodigiosus, ces bactéries font 
maintenant partie du genre Serratia dont l’espéce type est Serratia 
marcescens. Dans la systématique actuelle le genre Serratia 
occupe une place différente selon que l’on utilise la classification 
de Prévot ou celle de Bergey : pour Bergey le genre Serratia 
fait partie de la tribu des Serrateae, troisiéme tribu des Entéro- 
bactéries ; Prévot, au contraire, classe le genre Serratia dans !a 
tribu des Chromobactereae, famille des Pseudomonadaceae. 

Notre étude porte sur quinze souches isolées en l’espace d’un 
an. Douze proviennent de produits pathologiques humains, trois 
d’analyses de viandes. 

Du point de vue morphologique, a Vétat frais, ces micro-orga- 
nismes ont laspect de petits balonnets de 1 a 2 p, sur 0,5 de 
large ; ils sont parfois trés courts, ovoides. Péritriches, leur mobi- 
lité est nette. 

Sur frottis fixé ces bacilles prennent facilement les couleurs 
aniline, mais ne gardent pas le Gram: leurs extrémités sont 
arrondies et bien colorées tandis que le centre de la bactérie reste 
clair (coloration bipolaire). Parfois la coloration est au contraire 
uniforme. Isolés, ou groupés en diplobacilles, ces microbes pré- 
sentent done en culture un certain polymorphisme. On notera 
enfin Pabsence de spores. 


CARACTERES CULTURAUX. 


Ces bactéries, aérobies et anaérobies facultatifs, se développent 
facilement sur les milieux usuels ; la température qui permet le 
développement le plus rapide de la culture est celle de 37°, mais 
cest a la température du laboratoire (20 4 25°) que la pigmen- 
tation apparait le mieux. Le pH optimum est aux environs de 
7,2 a 7,4, les pH extrémes variant entre 5 et 9,6. 

Sur bouillon ordinaire la culture se développe rapidement 
i 387°; dés la quatriéme heure des ondes moirées apparaissent. 
Aprés douze heures le trouble est intense, homogéne. Vers la 
vingt-quatri¢me heure on note un voile fin et une collerette adhé- 
rant a la paroi du tube. La pigmentation débute alors en surface, 
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puis diffuse lentement dans tout le bouillon, vers la profondeur : 
progressivement la teinte fonce, du rose au rouge framboise, en 
quelques jours 4 la température du laboratoire. 

Sur gélose nutritive de fines colonies apparaissent vers la 
dixieme heure, arrondies, lisses, bombées, A bords réguliers, de 
0,5 a 1 mm de diamétre, blanchatres, crémeuses. Leur taille 
augmente ensuite mais ne dépasse pas 2 mm. Généralement, les 
colonies prennent aprés vingt-quatre heures une teinte rosée qui 
fonce progressivement vers le rouge tomate, puis framboise. Le 
pigment ne diffuse pas dans le milieu. 

Sur gélose molle ensemencée en piqtre, la culture se développe 
sur toute la hauteur de la strie, puis, rapidement, diffuse dans 
tout le milieu (bacilles mobiles). 

Sur gélose profonde Veillon les colonies se développent dans 
les zones d’aérobiose et d’anaérobiose sans production de gaz. 
Elles sont lenticulaires, pigmentées en surface, non en profondeur. 

Sur pomme de terre ordinaire |a culture est facile, luxuriante, 
rapide : il se développe un enduit crémeux, blanchatre d’abord, 
puis rouge de plus en plus foncé. La pomme de terre est digérée 
lentement et un liquide sirupeux, trés pigmenté, he de vin, se 
collecte au fond du tube de Roux. 

Sur milieu S.S. les colonies sont petites, & peine 1 mm de 
diamétre, translucides, arrondies, lisses, a centre légérement 
acuminé. La chromogéneése est faible. 

Sur milieu E.M.B. Vaspect est assez caractéristique : aprés 
vingt-quatre heures les colonies sont petites, 0,5 & 1 mm de dia- 
métre, mais muqueuses, lisses et tres bombées. Elles confluent 
rapidement, en une nappe muqueuse, coulante. La pigmentation 
est franche, grenat. Les colonies isolées grossissent (8 & 5 mm) 
et prennent un aspect pustuleux avec centre déprimé et bourrelet 
muqueux,. 

Sur gélose au B. C. P. \’aspect des colonies est trés voisin mais 
Ja pigmentation est peu marquée : coloration rosée en quarante- 
huit heures pour certaines colonies seulement. 


PROPRIETES BIOCHIMIOQUES. 


a) Métabolisme glucidique : 


Le glucose, le maltose, le lévulose, le saccharose et la mannite 
sont réguliérement fermentés par toutes les souches, en vingt- 
quatre heures, sans gaz. Seule la fermentation du glucose s’accom- 
pagne du dégagement d’une bulle de gaz. Il s’agit essentielle- 
ment d’un processus de fermentation (technique de Hugh et 
Leifson). 

L’action sur l’arabinose et le xylose est variable : ces sucres 
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peuvent étre alltaqués lentement, sans gaz et selon un processus 


oxydalif cette fois. ; 
Le lactose, le rhamnose et la dulcite ne sont jamais fermentés. 


b) Métabolisme protéique : 

Aucune souche n’a donné de V’indole. 

La production d’hydrogéne sulfuré est minime (trés discret 
noircissement du papier au sous-acétate de plomb sur culture en 
eau peptonée). 

Le pouvoir protéolytique est marqué : La gélatine est liquéfice 
lentement a la température du laboratoire, avec pigmentation 
rouge franche du liquide. A l’étuve a 37° elle est beaucoup plus 
rapide et parfois totale aprés vingl-quatre heures. Le sérum de 
boeuf coagulé est digéré rapidement et la chromogénése est intense. 
Le blanc d’ceuf coagulé est attaqué beaucoup plus lentement, 
mais la pigmentation est toujours trés marquée. 

Le lait est coagulé et digéré. 

L’urée n’est jamais hydrolysée, ni sur milieu synthétique de 
Ferguson, ni sur milieu semi-synthétique de Christensen. 


c\ Le pouvoir réducteur est assez marqué : 

Les nitrates sont régulierement réduits en nitrites. Le rouge 
neutre et le lait au bleu de méthyléne a 0,1 p. 100 sont réduits 
en quarante-huit heures. 


d) Le milieu de Simmons au citrate de soude est alcalinisé rapi- 
dement. Enfin aucune hémolysine n’est sécrétée ; la réaction au 
rouge de méthyle est positive. Présence d’une catalase. Réaction 
de Voges-Proskauer négative. 


En somme, il s’agit de bacilles Gram négatifs, péritriches 
mobiles, aéro-anaérobies, peu exigeants du point de vue nutriltif, 
au metabolisme assez actif, en particulier tres protéolytiques, et 
dont le caractére fondamental est la production d’un pigment 
rouge, C’est en effet cette propriété qui permet de faire d’emblée 
le d:agnostic du genre. Rappelons que cette pigmentation apparait 
mal 4 37° et qu’il sera prudent, pour identifier les Serratia, de 
pratiquer sysiématiquement une culture A 20-25°. Ces caractéres 
paraissent rigoureusement constants pour la plupart des souches. 
A ce jour, nous n’avons pu isoler que deux variétés dont les pro- 
priétés biochimiques different quelque peu de celles que nous 
venons de citer. 


1° Une variété achromatique, obtenue par dissociation sur le 
tube de gélose des colonies pigmentées en colonies non pigmen- 
tées. Ces colonies repiquées dans les conditions optima et sur 
les milieux adéquats pour faire réapparaitre la chromogénése 
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restent apigmentées. Parallélement, leur pouvoir protéolytique est 
considérablement diminué : 

Sur gélatine ensemencée en piqtre la liquéfaction est minime 
et trés lente. 

Sur sérum coagulé aucune liquéfaction ne se produit. Toutes 
les autres propriétés biochimiques restent strictement identiques, 
en particulier l’action fermentative sur les différents sucres. 

Il y a done une corrélation trés étroite entre l’activité chromo- 
synthétique de ces micro-organismes et leur pouvoir protéolytique. 

2° Une varvété glucidolytique aérogéne. 

Cette variété, isolée au cours d’un examen bactériologique de 
viande, se différencie de l’espéce classique par toute une série de 
caractéres : Elle est immobile. ‘La culture sur bouillon est plus 
lente et le trouble moins marqué. La pigmentation est toujours 
trés nette, aussi bien sur les milieux liquides que sur les milieux 
solides. Sur milieu S. S. la culture est lente : quarante-huit heures. 
Les colonies sont trés petites (0,5 mm) mais pigmentées en rouge 
vif. Sur E. M. B. et B.C. P. Vaspect des colonies est identique 
a celui de l’espéce classique, mais la pigmentation y est encore 
plus franche. Sur gélose Veillon la culture se développe sur 
toule la hauteur et le milieu est disloqué par les gaz. Du point 
de vue biochimique, cette espéce est nettement plus glucidoly- 
tique que les autres ; de type fermentant, elle attaque non seule- 
ment le glucose, le maltose, le saccharose, le lévulose et la 
mannite en vingt-quatre heures avec production de gaz, mais aussi 
Varabinose et le xylose en vingt-quatre heures avec gaz ; le lactose 
méme est fermenté lentement (sept jours) avec production de gaz. 
Le pouvoir protéolytique par contre est identique a celui de 
l’espéce classique. 

Enfin, la non-réduction du rouge neutre, l’absence de catalase, 
une sensibilité aux antibiotiques différente et un pouvoir patho- 
géne expérimental moins étendu sont d’autres caractéres qui 
permettent de séparer cette variété de l’espéce commune. Cette 
bactérie est décrite par Bergey sous le nom de Serratia plymu- 
thicum ; Buttiaux la retrouve au cours de la recherche des germes 
pathogénes dans les analyses d’eaux, et signale la possibilité de 
confusion avec une Escherichia, étant donné la fermentation du 
lactose et du glucose avec production de gaz. I] est donc impor- 
tant de mettre en évidence la pigmentation, par culture sur gélose 
ordinaire, de préférence a 25°. 


SUBSTANCES ELABOREES : PIGMENT. 


Appelé autrefois « prodigiosine », ce pigment semble avoir 
particuliérement retenu l’attention des chercheurs, si l’on en juge 
par le nombre de travaux publiés sur ce sujet. En fait, c’est 
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surtout le pouvoir chromosynthétique des Serratia qui a été Vobjet 
des recherches : role favorisant de certains acides aminés, du 
fer, des U. V., de la chlorophylle, etc. 

Les repiquages fréquents des cullures & 37° amenent une dimi- 
rution trés nette de la formation de pigment. 

Mais on peut assez facilement faire réapparaitre leur pouvoir 
chromosynthétique en laissant la culture se développer a la 
température du laboratoire. L’oxygéne, Phumidité du milieu sont 
également des facteurs favorisants. Les milieux pauvres enfin, 
tels la gélatine et la pomme de terre, sont ceux qui semblent 
convenir le mieux a la chromogénése. 

Rappelons que les variélés qui ont perdu leur pouvoir pigmen- 
taire ont en méme temps une activité protéolytique trés diminuée. 

Enfin le pigment sécrété par toutes nos souches est soluble dans 
Valcool, faiblement dans l’eau et insoluble dans le chloroforme 
et l’éther. 


SENSIBILITE; AUX ANTIBIOTIQUES. 


Comme on pouvait s’y alltendre, puisqu’il s’agit de microbes 
qui doivent leur apparition en clinique a la vulgarisation de 1’ anti- 
biothérapie, toutes nos souches se sont montrées trés peu sensibles 
aux antibiotiques ; le chloramphénicol seul posséde une action 
assez nette sur ces bacilles. La sensibilité aux antibiotiques fut 
déterminée par létude du pouvoir bactériostatique sur boite de 
gélose, selon la méthode de I’Institut Pasteur. Bien que moins 
rigoureuse que la recherche du pouvoir bactéricide sur milieu 
liguide, en tubes, cette méthode permet cependant une apprécia- 
tion suffisante de la sensibilité aux antibiotiques. Voici les résul- 
tats obtenus sur nos quinze souches : 

La pénicilline n’agit sur aucune souche. 

_La streptomycine est sans action sur 11 souches (elle agit tres 
bien sur deux souches qui sont inhibées par 3 pg/ml; son acfion 
est faible sur deux autres souches qui ne sont inhibées que par 
10 ou 11 pg/ml). 

Le chloramphénicol a montré une action trés inhibitrice sur 
deux souches : 2 g/ml et 8 wg/ml; un peu moins nette sur cing 
souches, inhibées par 10 ou 11 ug/ml; faible sur six souches, 
inhibées par 15-16 pg/ml; trés faible sur une souche, inhibée 
par 45 pg/ml; nulle sur une souche. 

‘L’auréomycine et la terramycine n’eurent aucune action sur 
14 souches. Une seule fut inhibée par 5 pg/ml dauréomycine et 
de terramycine. 
| a Epi : seule la variété glucidolytique fut inhibée par 
saa de cet antibiotique. Les 14 autres souches étaient insen- 
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La polymyxine : six souches furent sensibles 4 cet antibiotique ; 
huit furent complétement insensibles ; une présenta une sensibilité 
irés faible. 

Enfin l’érythromycine, la spiramycine, la carbomycine et la 
bacitracine n’eurent aucune action sur les 15 souches. 

En résumé, action réguliére du chloramphénicol dans presque 
tous les cas (183 sur 15) et de la polymyxine sur prés de la moitié 
des souches. La _ streptomycine et la télracycline n’agissent 
qu’exceptionnellement et tous les autres antibiotiques sont sans 
action. 


ETUDE DU POUVOIR PATHOGENE. 


a) Pouvoir pathogéne expérimental. 

L’animal de choix est la souris. ‘L’inoculation intrapéritonéale 
de 0,5 ml d’une culture en bouillon de 24 heures provoque la 
mort de Vanimal par septicémie, en moins de dix-huit heures, 
dans 100 p. 100 des cas. A l’autopsie, on note une adénopathie 
sous-cutanée abdominale au point d’inoculation, des lésions conges- 
tives des poumons et le plus souvent une réaction péritonéale 
séreuse avec congestion et hypertrophie splénique. Le foie semble 
peu touché et les reins et les surrénales sont macroscopiquement 
normaux. Les frottis de foie et de rate montrent de trés nombreux 
bacilles, et l’ensemencement du sang du cceur permet d’isoler la 
Serratia aprés chaque inoculation. 

Seule la variété glucidolytique met plus de dix-huit heures pour 
luer la souris ; celle-ci meurt en trente-six 4 quarante-huit heures, 
avec les mémes lésions que dans les cas précédents. 

Le cobaye est également trés sensible. L’inoculation intrapéri- 
tonéale de 1 ml d’une culture en bouillon de 24 heures provoqua 
Ja mort de l’animal en moins de dix-huit heures avec 10 de nos 
15 souches, soit dans 2/3 des cas. ‘La encore on retrouve a 
Vautopsie des lésions de péritonite séro-purulente, de la conges- 
tion des vaisseaux du gréle, un météorisme parfois considérable 
et souvent une réaction pleurale avec congestion pulmonaire. Le 
foie, la rate, les reins et les surrénales sont macroscopiquement 
normaux. Le bacille est réguhérement isolé du sang du cceur. 

Trois souches n’ont pas tué le cobaye apres trois jours. 
]’animal a été sacrifié le quatriéme jour, et a l’autopsie on a noté 
seulement une péricardite séreuse (liquide eau de roche). La 
Serratia n’a pu étre récupérée ni par ensemencement du sang du 
coeur ni par ensemencement du liquide péricardique qui sont 
demeurés stériles. 

La variété glucidolytique n’a pas été pathogéne pour le cobaye, 
qui, sacrifié au quinzi¢éme jour, n’a montré aucune lésion. Enfin 
une souche perdue au cours des repiquages n’a pu étre inoculée. 
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Des lapins furent aussi inoculés dans Vespoir d’obtenir des 
immunsérums agglulinants. On choisit pour cela trois souches qui 
représentaient chacune une variété différente : souche standard, 
variété achromique et variété glucidolytique. Les cultures étaient 
de 24 heures sur gélose, émulsionnées en eau physiologique et 
tuées par la chaleur (trois minutes a 80°). Chaque lapin regut 
1 ml d’émulsion microbienne dans la veine marginale de Voreille. 

Les animaux moururent dans un délai variant d’une demi- 
heure a trois jours aprés Vinoculation, avec, comme seuls signes 
pathologiques, de la dyspnée cl, dans un cas, des convulsions. 
Aucune lésion ne fut constatée a l’autopsie. 

Il semble donc qu’il existe dans le corps bacillaire des Serratia 
un complexe nettement toxique pour le lapin. On sait que ce 
complexe est de nature lipopolyosidique et qu’il est a la fois 
toxique et anligénique. 

Devant la toxicité de cet antigéne, nous avons entrepris, dans 
un deuxiéme temps, un essai d’immunisation par l’inoculation 
intraveineuse d’une plus faible quantité d’émulsion en eau physio- 
logique (1/10 de millilitre) d’une culture vivante de ces mémes 
souches. 

Le lapin qui recut la souche standard mourut seize heures plus 
tard sans lésions a l’autopsie. L’hémoculture ne permit pas d’isoler 
la Serratia, mais fut par contre positive pour un Proteus. 

Le lapin inoculé avec la variété achromique mourut le sixiéme 
jour avec des lésions de congestion pulmonaire et une orchite 
bilatérale volumineuse. A Vhistologie on reconnaissait des lésions 
d’orchite infectieuse avec nécrose des tubes séminiféres et pré- 
sence de nombreux bacilles au sein des nodules nécrotiques du 
parenchyme. Malheureusement, aucun prélévement microbiolo- 
gique ne fut effectué pour ensemencement avant la fixation du 
testicule dans le Bouin. 

_ ‘Le lapin inoculé avec la variété glucidolytique supporta trois 
inoculations de 1/10, 1/4 et 1/2 ml a six jours d’intervalle. I 
mourut quarante-huit heures aprés la troisiéme injection et a 
l’autopsie on nota des lésions séreuses, surtout péritonite et 
pleurésie, mais la Serratia ne put étre retrouvée dans les exsudats. 
Seul un streptocoque fut isolé. 

__Les Serratia sont dohe aussi pathogénes pour le lapin : soit 
directement par la toxicité de leur complexe lipopolyosidique, soit 
indirectement en inhibant les défenses de l’organisme qui suc- 
combe alors sous l’action d’un autre microbe pathogéne (Proteus 
ae un cas, streptocoque dans l’autre). Enfin dans quelques cas 
il est possible que les Serratia puissent entrainer la mort de 
ee avec des lésions spécifiques (orchite microbienne dans 
un cas). 
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b) Pouvoir pathogéne naturel. 

Jusqu’ici les Serratia étaient considérées comme des microbes 
saprophytes, rencontrés dans la nature, sur les plantes, dans les 
poussiéres, dans les mares, les étangs, les eaux de riviéres, etc. 
Ils n’intéressaient nullement le médecin. Or, sur les quinze souches 
que nous avons isolées, trois proviennent a’ analyses de viande et 
douze de produits pathologiques humains : dix de pus de sinusites, 
une d’urines, une d’un prélévement pharyngé. 

Nous ne discuterons pas le pouvoir pathogéne des trois souches 
isolées de viandes, car les Serratia sur ces échantillons étaient 
associées & de nombreux autres microbes et |’on peut admettre 
facilement leur présence par les diverses manipulations auxquelles 
sont soumises les viandes avant leur entreposition dans les cham- 
bres froides. Par contre, le réle pathogéne des Serratia isolées 
de produits pathologiques humains mérite d’étre discuté. Certes, 
souvent ces microbes n’étaient pas seuls en cause, mais en asso- 
ciation avec d’autres. L’association la plus fréquemment rencontrée 
fut celle des Serratia avec Jes Achromotacter. Sur les dix pus 
de sinusite contenant des Serratia: deux fois celle-ci fut le seul 
germe rencontré; huit fois un Achromobacler était identifié en 
méme temps; enfin, dans deux cas, en plus de la Serratia et de 
VAchromobacter on a pu isoler du produit pathologique (pus) 
un troisicme microbe : Streptococcus faecalis dans un cas, Flavo- 
bacter dans l'autre. 

Si Pon peut admettre que, dans un cas, Streptococcus faecalis, 
dont le pouvoir pathogéne polyvalent est bien connu, était le 
chef de l’association microbienne et sans doute le responsable de 
Vaffection, dans tous les autres cas les seuls germes isolés ont 
été des microbes de la famille des Pseudomonadaceae : la fré- 
quence réguliére avec laquelle on les isole de certaines sérosités 
pathologiques ne laisse guére de doutes quant 4 leur réle patho- 
egéne chez ’homme ; et parmi ceux-ci les Serratia, par leur vitalité 
et leur pouvoir protéolytique marqué, ont certainement une part 
prépondérante dans le processus pathologique. 

La souche isolée d’urine était associée & un Escherichia colt 
et a un staphylocoque. Son réle ici est probablement secondaire 
ou de surinfection. 

Enfin la souche provenant d’un prélévement pharyngé chez un 
malade atteint de rubéole était associée 4 un Escherichia inter- 
medium; la encore on peut douter du rdle pathogéne de la 
Serratia dans la pharyngite, mais sa présence dans la gorge du 
malade permet d’expliquer une complication sinusienne ultéricure, 
par exemple, a point de départ pharyngé. 

C’est pourquoi, si l’on ne peut encore attribuer de facon certaine 
aux Serratia une action pathogéne propre, il semble que leur réle 
dans une flore microbienne mixte ne puisse étre négligé. Soit 
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par exaltation de la virulence des autres microbes, soit par leur 
pouvoir protéolytique marqué, il est probable qu’elles contribuent 
activement a l’entretien d’un processus suppuratif chronique. 
D’autre part, leur peu de sensibilité aux antibiotiques nous fait 
craindre de les voir apparaitre de plus en plus souvent en micro- 
biologie clinique, comme les Proteus et les pyocyaniques dont 
nous avons vu augmenter considérablement la fréquence dans de 
nombreuses affections au cours de ces derniéres années. 


Resumeb. 


Depuis l’avenement de l’ére des antibiotiques, on voit appa- 
raitre de plus en plus souvent en pathologie des microbes que 
l’on considérait jusque-la comme de vulgaires saprophytes. Parmi 
ceux-cl, Serratia marcescens (autrefois Bacillus prodigiosus) a 
particuliérement retenu l’attention des auteurs. Quinze souches 
ont été isolées en l’espace d’un an: douze de produits patholo- 
giques divers, trois d’échantillons de viande. Etude de teurs 
caractéres morphologiques, culturaux et biochimiques : ce sont 
des bacilles mobiles, qui ne prennent pas le Gram, cultivent faci- 
lement sur Jes milieux ordinaires, dont les caractéristiques prin- 
cipales sont l’élaboration d’un pigment rouge intense et leur 
pouvoir protéolytique marqué. Ils sont franchement pathogénes 
pour les animaux de laboratoire: souris et cobayes meurent 
rapidement de septicémie aprés inoculation intrapéritonéale. La 
question de leur pouvoir pathogéne chez l’homme mérite d’étre 
posée : il est probable quils interviennent de maniére active, soit 
directement, soit indirectement en association microbienne, dans 
les processus de suppuration chronique. Leur peu de sensibilité 
aux antibiotiques, enfin, permet de supposer qu’on les rencon- 
trera de plus en plus souvent en microbiologie clinique. 


SUMMARY 


APPEARANCE OF THE GENUS Serratia IN HUMAN PATHOLOGY. 
MICROBIOLOGICAL STUDY OF FIFTEEN STRAINS. 


Since antibiotics have become of a common use, there appears 
more and more often in human pathology germs which were 
sofar considered as mere saprophytes. Among these germs, 
Serratia marcescens (former Bacillus prodigiosus) has been spe- 
cially studied by the authors. They have isolated fifteen strains 
within one year: twelve from different pathological materials, 
three from meat samples. Their morphological, cultural and 
biochemical properties have been studied. They are mobile, 
Gram-negative bacilli, grow easily on usual media and their main 
characteristics are the production of a red pigment and a marked 
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proteolytic activity. They are pathogenic for laboratory animals : 
mice and guinea-pigs rapidly die with septicaemia after intra- 
peritoneal inoculation. 

Their pathogenicity for human beings must be studied. They 
are probably active either directly or indirectly in microbial 
associations in chronic suppuration processes. Being very little 
sensitive to antibiotics, it seems probable that they will be more 
and more often encountered in clinical microbiology. 
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NECROLOGIE 


FREDERIC COUTELEN 


(1897-1957) 


La disparition de notre collégue Frédéric Coutelen, Professeur de 
Parasitologie A la Faculté de Médecine de Lille et membre correspon- 
dant de l’Académie de Médecine, a été ressentie douloureusement par 
tous ceux gui l’ont connu. 

Eléve d’Emile Brumpt, i] avait été, & son école, initié 4 cette spécia- 
lité qui exige une mémoire remarquable et des contacts permanents 
avec les hdpitaux et les laboratoires des territoires d’outre-mer. De 
ses missions lointaines il avait rapporté non seulement un matériel 
d’étude, point de départ de notions nouvelles, mais encore il y avait 
acquis trés tot une maturité dont il a fait bénéficier son enseignement. 

Tant en France qu’d l’étranger, ses études sur les larves des 
Cestodes et particulicrement les hydatides, sur la culture et la survie 
hors de l’organisme de ces parasites, sur la toxoplasmose et la sarco- 
sporidiose, lui avaient apporté Ja notoriété. 

A partir de 1938, il a été le promoteur de larges enquétes médico- 
sociales concernant le parasitisme intestinal dans la région miniére 
du Nord. Une connaissance trés précise de l’épidémiologie de la lam- 
bliase et de l’oxyurose devait le conduire 4 une appréciation exacte 
dans l’interprétation des essais de médicaments entrepris par son 
laboratoire et les services médicaux de la région du Nord. 

Equilibré, loyal, attentif 4 la destinée de chacun, il avait su se faire 
aimer de ses pairs et de ses éléves, comme nous en avons eu la preuve 
par le témoignage de plusieurs d’entre eux et par celui de nos 
collégues de 1’Institut Pasteur de Lille, qui s’associent A nous pour 
lui rendre le juste hommage qui lui revient. 


Uo th. 
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COMMUNICATIONS 


ETUDE EXPERIMENTALE 
DE L’ACTIVTIE DE SUBTANCES ANTIBIOTIQUES 
SUR ENTAMOEBA HISTOLYTICA EN CULTURE 
DANS SES RAPPORTS 
AVEC LA FLORE BACTERIENNE ASSOCIEE 


par L. LAMY et V. MOLINARI. 


(Institut Pasteur, Service de Protozoologie et de Parasitologie) 


Nous avons montré, dans un travail antérieur [4], comment on peut 
interpréter les rapports entre flore bactérienne associée et activité des 
substances antibiotiques sur Trichomonas vaginalis, en culture. Nous 
apportons ici l’ensemble des résultats expérimentaux obtenus, dans le 
méme ordre d’idées, avec Entamoeba histolytica. 

Comme c’est le cas pour T. vaginalis, lactivité de toutes les 
substances antibiotiques a été testée sur LH. histolytica. Les essais 
entrepris, parfois par de nombreux expérimentateurs et pour ainsi 
dire toujours dans un but thérapeutique, ont donné lieu a une litté- 
rature énorme dont la lecture ne manque pas de frapper, non par 
sa concordance, mais par la diversité des résultats observés pour un 
méme antibiotique : activité forte pour certains, faible ou nulle pour 
d’autres. Toutefois, il n’est guére de ces substances qui n’aient été 
trouvées actives sur les Amibes dysentériques et la dysenterie amibienne, 
au moins par quelques auteurs, alors que tous les autres les ont consi- 
dérées comme inactives et vice-versa. 

Nous ne pouvons pas citer ici 1’énorme bibliographie se rapportant 
a cette question ; nous indiquerons seulement les travaux expérimen- 
taux de laboratoire, en fait relativement peu nombreux a cété des essais 
thérapeutiques et des observations cliniques qui, eux, sont extrémement 
nombreux [2 a 12]. 

Les antibiotiques utilisés ont été: pénicilline, streptomycine, baci- 
tracine, tétracycline, chlortétracycline, oxytétracycline, endomycine, 
néomycine, prodigiosine, chloramphénicol, 


polymyxines, circuline, 
framycétine, 


fumagilline, spiramycine, carbomycine, érythromycine, 
anisomycine, nystatine, etc. 

C’est une étude expérimentale du mode d’action des antibiotiques 
que nous rapportons ici, dans le but d’interpréter et d’expliquer les 
divergences dans les résultats obtenus par les différents auteurs. 
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1° Rappelons, tout d’abord, qu’une culture ou une souche d’Amibes 
dysentériques est conslituée par : 1 milieu + 1 complexe (Amibes-flore 
bactérienne) ot les Amibes sont fortement sous la dépendance de cette 
flore bactérienne tres complexe et représentée par un nombre indé- 
terminé et variable d’espéces, trés difficilement identifiables. 


2° Rappelons ce qui se passe quand on introduit une substance 
antibiotique active dans une culture mixte, c’est-a-dire avec flore bacté- 
rienne complexe ; de méme qwu’avec un sulfamide, 1l’addition d’une 
dose faible d’antibiotique actif a pour effet de ralentir la multiplication 
de la flore bactérienne ; la phase Jiquide se trouble peu ; l’antagonisme 
Amibes-flore bactérienne se manifeste alors en faveur des Amibes et 
conduit & un nouvel équilibre capable de prolonger la durée de la 
culture par rapport au témoin. En ajoutant, au contraire, une forte 
dose d’antibiotique actif, non seulement les Bactéries sont ralenties 
dans leur développement, mais arrétées : la phase liquide reste claire 
et les Amibes, au lieu de profiter de l’accentuation du déséquilibre 
qui jouait en leur faveur dans le premier cas, se multiplient moins, 
diminuent en nombre et finissent par disparaitre, alors méme qu il 
peut encore resler des Bactéries dans le milieu. Tout semble donc se 
passer comme si la disparition des Amibes ¢tait corrélative de celle 
des Bactéries (soit par manque directe de Bactéries 4 phagocyter, soit 
par absence de préparation du milieu de culture initial). 


3° Nous avons, par ailleurs, pour 6 souches différentes d’Amibes 
dysentériques que nous entretenons au laboratoire (de quelques mois 
a douze ans), fait une étude de la sensibilité aux 12 antibiotiques 
classiques pour lesquels |]’Institut Pasteur fournit des disques titrés : 
pénicilline, chloramphénicol, auréomycine, streptomycine, tétracycline, 
terramycine, bacitracine, framycétine, spiramycine, néomycine, érythro- 
mycine et carbomycine. 

Les résultats de ces 72 tests nous ont permis de noter la diversité 
des réponses, fonction de la souche, c’est-i-dire de la flore bactérienne 
testée et de l’antibiotique utilisé. Parmi cet ensemble, nous avons 
choisi deux souches : 

Lz, dont la flore bactérienne est trés sensible 4 l’action du chloram- 
phénicol ; 

Br, dont la flore globale est insensible & cet antibiotique. 

Nous avons alors réalisé les expériences suivantes : 

a) Culture Lz + 100 pg chloramphénicol ; 

Culture La + 250.yg chloramphénicol. 

A ces concentrations, Ja multiplication bactérienne est complétement 
arrétée et tous les contrdles faits aprés deux, trois, quatre, cinq jours 
et plus n’ont permis de mettre aucune Amibe en évidence. 

b) Culture Br + 100 wg chloramphénicol ; 

Culture Br + 250 wg chloramphénicol. 

Les deux cultures ont été positives dés quarante-huit heures aprés 
l’ensemencement. 

Ces deux premieres expériences confirment donc ce que nous disions 
plus haut : des doses importantes d’antibiotique actif sur la flore La, 
tel le chloramphénicol, empéchent a la fois la multiplication des Bacté- 
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1ies et des Amibes ; au contraire, le méme antibiotique inactif sur la 
flore Br permet la multiplication des Amibes. 

Partant de ces données, nous avons réalisé les deux séries d’expé- 
riences suivantes : 

¢) Nous reprenons l’expérience a), avec addition de flore Br non 
sensible au chloramphénicol : 

Lz + 100 wg chloramphénicol + flore Br totale ; 

Lz + 250 ng chloramphénicol + flore Br totale. 

Aprés quarante-huit heures les cultures sont positives. 


d) Une expérience beaucoup plus significative encore a consisté en 
ceci ; nous reprenons la flore Lx, trés sensible A l’action du chloram- 
phénicol, nous ensemencgons cette flore sur bouillon en présence de 
10 wg de chloramphénicol. Aprés vingt-quatre et quarante-huit heures, 
Ja flore (ou tout au moins les espéces qui se sont multipliées) est 
1epiquée sur milieu additionné de 15 ug, puis 50 pg, 100 pg et 200 pg 
de chloramphénicol par tube de culture. Nous arrivons ainsi, en trés 
peu de temps, a isoler une flore non sensible 4 cet antibiotique et 
qui va nous servir dans |’expérience suivante : 

Nous préparons les cultures : 

Lz + 100 wg chloramphénicol + flore Lx traitée au chloramphénicol ; 

Lz + 250 wg chloramphénicol + flore La traitée au chloramphénicol. 

Quarante-huit heures aprés, nous avons des cultures d’Amibes posi- 
tives. 

Ces quatre séries d’expériences, que nous aurions pu multiplier 
d’ailleurs, nous prouvent, d’une facon particuli¢rement nette, que 
l’activité des substances antibiotiques sur HE. histolytica dépend de leur 
activité sur la flore bactérienne globale associée ou, ce qui revient au 
méme, que l’action de l’antibiotique sur les Amibes n’est qu’une action 
secondaire due a son action premiere sur la flore bactérienne. 

On pourrait méme pousser la résolution du probléme plus loin et 
voir qu’il s’agit du manque de Bactéries ou du fait que l’action bacté- 
riostatique ou bactéricide de la substance utilisée n’a pas permis la 
préparation et la transformation du milieu de culture initial, conditions 
indispensables 4 la multiplication des Amibes. Si bien qu’en réalité, 
il pourrait s’agir d’une action au troisiéme degré : 

Antibiotique —+ Bactéries —> milieu —+ Amibes. 


Ce que nous venons de dire n’exclut naturellement pas la possibilité 
(isoler certaines substances antibiotiques susceptibles d’avoir une 
action propre sur les Amibes dysentériques. En ce domaine, la fuma- 
gilline a donné lieu, aux U.S. A. en particulier, 4 une quantité énorme 
de travaux cliniques et de publications. Beaucoup concordent pour 
laisser penser que cet antibiotique a une activité anti-amibienne propre 
et extrémement marquée. Nous n’avons jamais pu nous procurer cette 
substance pure, mais seulement le « Fumidil B », qui est du bicyclo- 
hexylammonium de fumagilline mélangé & une préparation sucrée 
destinée au traitement prophylactique d’une maladie des Abeilles due 
» un Nosema. Cette substance, en tout cas, ne nous a pas donné de 
résultats intéressants, peut-étre & cause de son association avec des 
sucres. 

Ces restrictions faites, on comprend pourquoi tant de résultats sont 
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discordants, quant & l’activité des antibiotiques sur les Amibes dysen- 
tériques en particulier et les Protozoaires vivant en association avec 
une flore bactérienne, en général. 

Avant de conclure a l’activité d’un antibiotique sur E£. histolytica, 
il convient donc : 

1° De contrdler s’il possede ou non une activité sur la flore bacté- 
rienne globale associée & la souche utilisée ; 

2° De voir si, dans l’affirmative, l’addition d’une flore non sensible 
au méme antibiotique et provenant d’une autre souche ou bien de la 
méme flore rendue insensible par des passages successifs sur des 
milieux comportant des doses croissantes de cet antibiotique permet 
ou non Je développement des Amibes. 

Nous montrerons, par ailleurs, quelles conclusions pratiques on peut 
lirer de ces expériences, tant du point de vue des essais chimiothéra- 
piques, que du point de vue thérapeutique. 


Résumé. — En partant de deux souches d’Entamoeba histolytica, 
l'une trés sensible, l’autre insensible a l’action du chloramphénicol, 
les auteurs montrent, par une série d’expériences, comment on peut 
étre conduit A attribuer 4 un antibiotique une activité marquée sur 
les Amibes dysentériques, dans un cas, nulle dans l’autre cas. Ils 
démontrent, a l’aide d’expériences réalisées sur ces deux souches, que 
l’action de l’antibiotique sur les Amibes n’est qu’une action indirecte 
due a ]’action premiere sur la flore bactérienne ou, méme, une action 
due au manque de préparation du milieu de culture initial par les 
Bactéries tuées ou en bactériostase. 


SUMMARY 


EXPERIMENTAL STUDY OF THE ACTIVITY OF ANTIBIOTIC SUBSTANCES 
ON CULTURES OF Entamoeba histolytica AND Irs RELATIONSHIPS 
TO THE ASSOCIATED BACTERIAL FLORA. 


Experiments on two strains of Entamoeba histolytica, one very sensi- 
tive, the other resistant to chloramphenicol, show how contradictory 
results may be obtained as to the sensitivity of E. histolytica to the 
same antibiotic. The action of a given antibiotic on E. histolytica 
is indeed an indirect one, dependent on the destruction of the accom- 
panying bacterial flora. As a consequence of the antibiotic induced 
sterilization of the culture medium, BE. histolytica is deprived of the 
bacteria it phagocytes, or perhaps certain substances normally produced 
by the accompanying flora fail to « prepare » the culture medium, 
which becomes unfit for the development of E. histolytica. 
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LE DIAGNOSTIC 
DE LA POLYARTHRITE CHRONIQUE EVOLUTIVE 
PAR AGGLUTINATION 
DES GLOBULES ROUGES HUMAINS SENSIBILISES 


par M™ L. PODLIACHOUK, A. EYQUEM et F. JACQUELINE. 


(Institut Pasteur, Laboratoire d’Hématologie et des Groupes Sanguins 
[Service R. Dusarric pE LA Rivimre}], 
et Hopital des Rhumatisants, Aix-les-Bains) 


Le sérum d’un nombre élevé de malades alteints de polyarthrite 
chronique évolutive posséde la propriété d’agglutiner les globules 
rouges sensibilisés par divers procédés ou de réagir avec des globulines 
sériques d’origine humaine. Cette propriété peut étre mise en évidence 
en utilisant différents systemes de globules et de sérums_ sensibili- 
sants. (4, 2,758, 9, 410). 

La valeur diagnostique de la réaction d’ageglutination des globules 
sensibilisés par du sérum de lapin anti-mouton nest plus discultée 
(réaction de Waaler-Rose ou de Heller-Svartz). La pratique de cette 
réaction nécessite une absorption préalable des hétéro-agglutinines 
anti-mouton existant, 4 un faible titre il est vrai, dans le sérum des 
rhumatisants. Mais cette absorption peut entrainer d’autres protéines 
que les hétéro-agglutinines. Nous avons étudié le moyen de Jéviter, 
en employant dans ce but des globules rouges humains du groupe 
sanguin O dont la sensibilisation peut étre obtenue Aa l’aide de diffé- 
rents hétéro- ou iso-immunsérums. Seuls certains hétéro-immunsérums 
de lapin nous ont fourni des résultats satisfaisants et permis d’obtenir 
des résultats positifs avec les mémes échantillons de sérums de polyar- 
thrite donnant une réaction de Heller-Svartz positive. 
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Voici comment nons pratiquons cette réaction et comment elle peut 
dlre facilement exécutée dans tous les laboratoires de biologie clinique 
disposant de sérums sensibilisants contrélés au préalable. 


TECHNIQUE DE LA REACTION. — A. Eléments nécessaires a la réaction : 

Le sérum des malades a été utilisé soit peu de temps aprés le préleé- 
vement, avec ou sans chauffage a 56°C pendant trente minutes, soit 
aprés conservation & — 20°C. Une série de 80 sérums conservés a 
— 20°C pendant plus d’un an a donné des résultats analogues 4 ceux 
des sérums frais. 

Les globules rouges humains provenaient de deux donneurs du 
croupe O Rh —; ils ont été prélevés sur citrate de soude 4 10 p. 100 
i raison de 10 volumes de sang pour 1 volume de citrate. Les globules 
rouges ont été utilisés, aprés lavage, dans les vingt-quatre a soixante- 
douze heures qui ont suivi le prélévement. 

L’immunsérum de lapin a été obtenu en pratiquant une série 
d'injections intraveineuses et intramusculaires de globules rouges 
humains O Rh —. De l'étude du sérum de 25 lapins, immunisés de 
différentes facons, nous avons retenu celui de 5 d’entre eux ; le meil- 
leur possédait une agglutinine anti-humaine titrant 1/1000 vis-a-vis 
de globules rouges normaux et 1/4000 vis-a’-vis de globules rouges 
papainés. 

La sensibilisation des globules rouges est réalisée par addition d’un 
volume d’immunsérum dilué a la moitié de sa dose agglutinante, 
& un volume d’une suspension & 2 p. 100 de globules rouges 
humains O Rh — (préalablement lavés quatre fois avec de l'eau physio- 
logique) ; les globules sensibilisés sont répartis dans les tubes a réac- 
tion, aprés un séjour d’une heure a l’étuve A 37°C. 


B. Réaclion d’agglutination. — Elle est effectuée par addition de 
0.2 ml de la suspension de globules rouges sensibilisés 4 une série 
de dilutions progressives, dans de l’eau physiologique, du sérum du 
malade (entre 1/4 et 1/1024) sous un volume de 0,2 ml. Pour chaque 
série examinée, on utilise un sérum témoin positif de titre connu, 
un sérum témoin négatif et on vérifie l’absence d’agglutination 
spontanée des globules rouges sensibilisés. Pour chaque sérum de 
malade, on contrdéle dans un tube témoin l’absence de pouvoir agglu- 
tinant vis-a-vis de globules rouges non sensibilisés. 

Les tubes sont placés au bain-marie 4 37°C. On pratique au bout 
d’une heure une premiére lecture en examinant, a i’aide d’un miroir 
concave, la partie inférieure du tube. On place alors les tubes & la 
glaciére & 4°C et ils y restent pendant quinze heures environ; au 
bout de ce temps on laisse réchauffer les tubes pendant trente minutes 
i la température du laboratoire et on fait une deuxiéme lecture. La 
plus forte dilution du sérum donnant des agglutinats visibles A l’aide 
du miroir concave lors de la deuxiéme lecture, indique son titre 
agglutinant vis-a-vis des globules rouges humains O Rh — sensibilisés. 


R&ésuLtTats. — L’examen comparatif de prés de 500 échantillons de 
sérums, provenant de 350 malades, nous a prouvé que, dans les condi- 
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lions ott nous avons opéré, la concordance des résultats est parfaite 
avec ceux obtenus par la réaction de Heller-Svartz. La réaction prati- 
quée avec les globules rouges humains sensibilisés posséde l’avantage 
dune différenciation plus nette des résultats positifs et négatifs et 
diminue ainsi la proportion des résultats douteux. 

Aprés confrontation avec les données de la clinique, nous avons admis 
que la réaction peut étre considérée comme négative lorsque le titre 
agglutinant est égal ou inférieur & 8, douteuse lorsque le titre est 
égal 4 16 et positive lorsqu’il est égal ou supérieur j 32. 


Certaips auteurs ont déja utilisé des globules rouges humains sensi- 
bilisés par des immunsérums. Nous-mémes avec E. Jochem avons, 
antérieurement, signalé l’intérét de cette technique [40]. Les différents 
échantillons de sérum de lapin anti-homme, ¢tudiés pour la sensibili- 
sation, nous avaient fourni un systéme dont la qualité était inférieure 
au systéme globules rouges de mouton et sérum de lapin homologue. 
Les autres hétéro-immunsérums anti-homme examinés et provenant de 
boeuf, d’ane, de chévre, de mouton et de singe ne nous avaient pas 
fourni de résultats intéressants. Seul, un sérum de cheval anti-homme 
réalisait une sensibilisation pouvant permettre de le retenir. 

L’utilisation de globules rouges humains sensibilisés avec du sérum 
de lapin anti-homme a fourni des résultats négatifs 4 certains auteurs 
(van Loghem-Langereis [42]). 

D’autres auteurs (Wager [43]) ont obtenu des résultats  positifs 
a Vaide de sérum de lapin anti-homme, de méme que Westendorp 
Boerma [45], Dickgiesser et Harter [4], Gibson et Ling [6]. Foz [4, 5] 
a étudié avec ce syst¢me les échantillons de sérum de 378 malades 
dont 66 atteints de P. C. HE. 

La sensiblisation des globules humains du groupe O Rh+ est aussi 
réalisable & l’aide de certains échantillons de sérum anti-Rh [44, 44, 
46], mais la proportion de résultats positifs est inférieure ad celle 
obtenue par la réaction de Heller-Svartz. 

Bien que d’autres techniques mettant en jeu la sensibilisation 4 l'aide 
de globuline y d’origine humaine, de particules de latex, de bentonite, 
de benjoin ou plus classiquement de globules rouges tannés, d’aprés 
la méthode de Boyden [3], aient été récemment étudiées, la facilité 
d’exécution de la technique que nous proposons doit la faire pré- 
férer. Les autres réactions exigent un lavage de la verrerie et une 
pureté des réactifs difficile & obtenir dans les laboratoires de biologie 
clinique. 


Conc.ustion. — La réaction d’agglutination des globules rouges 
humains du groupe O Rh —, sensibilisés par un immunsérum de lapin 
homologue sélectionné, constitue la technique de choix pour faire Je 
diagnostic sérologique de la polyarthrite chronique évolutive. 

Cette réaction est plus aisée a pratiquer que les autres réactions 
d’agglutination des globules rouges sensibilisés (réactions de Waaler- 
Rose, de Heller-Svartz avec absorption des hétéro-agglutinines, de 
Heller [S.E.A.] avec dilution dans du sérum de mouton, et de 
Boyden aprés sensibilisation avec de la globuline humaine). 
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SUMMARY 


THE DIAGNOSIS OF RHEUMATOID ARTHRITIS 
BY MEANS OF AGGLUTINATION OF SENSITIZED HUMAN ERYTHROCYTES. 


Sensitized human red cells (of group O) agglutination test is, for 
the authors, the best technique for estimation of the rheumatoid 
factor, found in the serum of patients with rheumatoid arthritis. 

This test is more easily carried out than the other agglutination 
tests (tests of Waaler-Rose, Heller-Svartz after absorption of heterophilic 
antibodies, of Heller [S. E. A.] by potentiating the agglutination with 
sheep serum and of Boyden by sensitizing the red cells with human 
y-globuline). 
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AFFINITES TINCTORIALES DES RICKETTSIES 


IV. — COLORABILITE DE RICKETTSIA BURNETI APRES AGITATION 
EN PRESENCE D’ETHER 


par F. ROGER, J. GIUNTINI et A. ROGER. 


Unstitut Pasteur, Service des Rickettsies [D™ Pau Grroup] 
el Laboratoire de Microscopie Electronique) 


Rickettsia burneti cultive remarquablement dans le sac vitellin de 
loeuf de poule ; aussi emploie-t-on toujours le procédé de Cox pour 
obtenir des quantités massives du germe. Nous y avons donc eu bien 
souvent recours pour la fabrication des antigénes agglulinants et fixants 
et c'est, précisément, A cette occasion que nous avons constaté des 
modifications remarquables dans la colorabilité de la rickettsie. 


I. Les rarrs. — Les frottis effectués directement avec les membranes 
vitellines infectées montrent des rickettsies uniformément et intensé- 
ment colorées par la fuchsine 4 0,25 p. 1000, le bleu de méthyléne 
i 1 p. 1000 ou les colorants neutres du type des éosinates (1). 

Si on met les membranes vitellines en suspension, aprés broyage, 
dans de l’eau physiologique formolée 4 2 p. 1000 (& raison de 10 cm? 
de liquide par membrane), la colorabilité des rickettsies ne se modifie 
aucunement. 

Mais si on agite alors les suspensions en présence d’un égal volume 
d’éther selon les principes de la technique de Craigie [4], 97 p. 100 
environ des rickettsies perdent totalement leur affinité pour les éosi- 
nates et, en grande partie (mais non totalement), leur affinité pour 
la fuchsine. Leur colorabilité par le bleu de méthyléne demeure, au 
contraire, inchangée (2). 

3 p. 100 des germes conservent cependant intacte Jeur colorabilité 
apres extraction en présence d’éther. 


II. Discussion. — On peut noter d’abord que l’éther fait apparaitre 
Vhétérogénéité de la population rickettsienne (puisque la majorité des 


(1) Nous avons ulilisé des frottis simplement séchés aA l’air pour les 
colorations par la fuchsine ou Je bleu de méthyléne (coloranis en solution 
dans l’eau distillée). Pour les éosinates, nous avons, en outre, fixé les 
préparations A Valcool méthylique avant utilisation d’une variante person- 
nelle @emploi du colorant de Wright. 

(2) La diminution de l’affinité pour la fuchsine et Ja conservation de 
laffinité pour Je bleu expliquent le comportement de la rickettsie au Mac- 
chiavello aprés action de l’éther. On utilise, en effet, successivement les 
deux colorants précédents avec cette technique et le résultat final de la 
coloration dépend uniquement des affinités relatives des germes [2]. 
R. burneti qui était rouge avant éther devient ainsi bleue aprés action du 
solvant. 
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éléments perd sa colorabilité et qu'un petit nombre d’autres la 
conserve). 

A. Ricketlsies & colorabililé modifiée. — Trois remarques nous parais- 
sent s’imposer : 

1° La disparition totale de Uaffinité pour les éosinates sous l’influence 
d'un solyant des lipides suggére Lintervention indispensable d’une 
composante lipidique du germe dans ce type de coloration. 

2° La disparition partielle de la colorabilité par la fuchsine permet 
de penser qu’il existe deux substrats (ou deux groupes de substrats) 
colorables avec ce produit: l'un d’entre eux doit comporter aussi une 
composante lipidique extractible ; l'autre (dont Vimportance est bien 
moindre pour le résultat final de la coloration) est, au contraire, insen- 
sible & Vaction de !’éther. 

3° Le substrat colorable par le bleu de méthyléne est, semble-t-il, 
nettement distinct de ceux qui sont extériorisés par la fuchsine ou les 
éosinates, car il demeure indifférent & Vextraction par ]’éther. 


B. Ricketlsies a colorabilité conservée aprés action de l’éther. — Les 
liaisons des composantes lipidiques colorables avec les rickettsies doivent 
étre ici beaucoup plus solides et les complexes qui interviennent dans 
la coloration se comportent donc comme de yvéritables « cénapses ». 


Ill. StRUCTURE INTERNE ET ANTIGENICITE DES RICKETTSIES APRES TRAITE- 
MENT A L’ETHER : 


\. Structure. — Aprés agitation en éther, le microscope électronique 
a permis de retrouver pour certains éléments Ja morphologie typique 
de R. burneti. Cependant, la majorité des germes montrent une altéra- 
tion de la membrane périphérique et du cytoplasme qui semble devenu 
heaucoup moins homogéne (voir planche). 

En 1946 déja, Shepard et Wyckoff avaient signalé l’altération des 
membranes consécutive au traitement des rickettsies par l’éther A !a 
température du laboratoire [5], mais ils n’avaient pas fait mention 
d'une altération cytoplasmique. Ils n’avaient pas relié, non plus, l’alté- 
ration des rickettsies 4 des modifications dans la colorabilité. 


B. Antigénicité. — Nous avons bien souvent utilisé, pour la fixation 
du complément, des suspensions purifiées par centrifugation différen- 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


RIGS ieee 3. — Rickettsies dont la membrane et le cytoplasme semblent 4 
peu pres intacts. On peut noter Vopacité du cytoplasme. G : 25000 x. 


Tic. 4, 5, 6. — Rickettsies dont certaines ont éclaté par suite daitérations 
plus profondes de la membrane et du cytoplasme (des agglutinats peuvent 
& ce moment se rencontrer). G : 25000 x. 

Ces images électroniques de R. burneti ont été prises au microscope Siemens 
a un potentiel d’accélération des électrons de 80 Kv et A un grossissemeni 
électronique de 4500 x et de 8000 x (agrandissement photographique 
a 25000 x. Ombrage or-palladium sous un angle de 15°), 
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lielle puis agitation en présence d’éther et nous avons toujours constaté 
Vantigénicité intense aes corps ricketlsiens ainsi trailés (puisqu’ils 
résument pratiquement & eux seuls toute l’activité de lantigene). 
L’agitation en éther et l’altération de la rickettsie qui lui fait suite 
ne se traduisent donc pas par un retentissement sur l’antigénicité 
passive du microorganisme. 

La microagglutination ne permet pas davantage de constater des 
différences dans l’antigénicité des surfaces entre les rickettsies altérées 
(les 97 p. 100 qui ont perdu leur colorabilité) et les rickettsies non 
altérées (les 3 p. 100 qui sont demeurées colorables) : toutes deux 
coexistent, en effet, & Vintérieur des agglutinats spécifiques. Ainsi, 
avec les éosinates comportant un excés de bleu de méthyléne, ces 
agglutinats apparaissent comme des amas bleutés parsemés d’éléments 
intensément violets: les amas bleutés sont constitués par la grande 
masse des rickettsies altérées colorées par le bleu de méthyléne libre, 
tandis que les rickettsies non altérées sont colorées par les éosinates 
d’azur. 

Si on injecte les rickettsies traitées par l’éther dans le derme du 
lapin, on démontre facilement l’antigénicité active considérable de ces 
éléments [3, 4]. 

On constale, en effet, trés tot, dés le quatriéme ou cinquieme jour, 
Vapparition des anticorps agglutinants et, plus tardivement, on peut 
aussi déceler un niveau relativement Glevé d’anticorps fixants. Au 
sepliéme ou huitiéme jour, lVintradermo-réaction permet de vérifier 
l’établissement d’une allergie spécifique et, & partir du dixiéme jour, 
les animaux sont devenus totalement réfractaires & une épreuve viru- 
lente constamment mortelle pour Jes témoins (inoculation intrapéri- 
tonéale d’une quantité énorme de rickettsies). 


IV. COMPORTEMENT DE MICROORGANISMES \ACHIAVELLO-POSITIFS APPARTE- 
NANT A DES GROUPES PATHOGENES VoISINs. — Dans les mémes conditions 
que celles utilisées avec R. burneti, les rickettsies Macchiavello-positives 
ou les gros virus visibles appartiennent & deux calégories nettement 
tranchées. 


A. Germes a colorabilité non modifiée aprés agitation en éther. -— 
On y trouve, par exemple, les corps élémentaires des virus du groupe 
de la psittacose ou les rickettsies de la « fiévre boutonneuse » 
[R. conori] (3). 

B. Germes « colorabilité modifigée. — Ce sont, principalement, 
R. mooseri et R. prowazeki dont Ja culture a été réalisée dans le 
poumon de la souris. 

Ces deux rickettsies se comportent exactement comme R. burneti et 
perdent Ja totalité de leur affinité pour les Gosinates et la plus grande 
partie de leur affinité pour Ja fuchsine. 

Le fait mérite d’ailleurs qu’on s’y arréte un instant car Jes struc- 
tures observées avec les deux types de colorants avant l’action de 1’éther 
ont une topographie nettement distincte qui permet d’affirmer l’indé- 
pendance absolue des deux types de substrats colorables : aprés culture 


(3) Nous avons étudié les deux types de germes aprés culture dans le 
sac. vitellin de l’ceuf de poule. 
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dans le poumon de la souris, R. prowazeki et R. mooseri ont, en effet, 
un aspect bipolaire au Wright et une apparence homogeéne avec la 
fuchsine. 


Résumé, — L’extraction par l’éther diminue considérablement, dans 
Vensemble, les affinités tinctoriales de R. burneli, au moins en ce 
qui concerne la fuchsine ou les éosinates. Elle ne modifie, au contraire, 
nullement la colorabilité par le bleu de méthyléne. 

La double modification des affinités tinctoriales s’accompagne d’une 
altération de la structure du germe, facile 4 démontrer en microscopie 
électronique et portant A la fois sur le cytoplasme et sur la membrane 
périphérique. 

Malgré cette altération des structures, les rickettsies conservent une 
antigénicité active et passive extrémement élevée. 

Le test & la fuchsine diluée ou aux éosinates constitue un moyen 
simple de suivre l’altération des microorganismes en présence d’éther. 


SUMMARY 
STAINING AFFINITIES oF Rickettsiae. 
IV. — Conornasinity or R. burneti AFTER STIRRING IN THE PRESENCE 
OF ETHER. 


Ether induces a considerable decrease of R. burneti staining affinity 
for fuchsin and eosinates, and an alteration of the Rickettsia easily 
demonstrated by electron microscopy. The Rickettsiae treated with 
ether preserve a considerable passive and active antigenicity and their 
staining affinity for methylene blue is not modified in any way. 
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LA PHASE RICKETTSIENNE DES VIRUS 
DU GROUPE PSITTACOSE-LYMPHOGRANULOMATOSE 
ET SON MECANISME DE DIVISION 


par Annie ROGER et Francis ROGER. 


(Institut Pasteur, Service des Rickettsies 
[br Pau, Grroup]) 


Nous avons précédemment démontré lexistence de deux phases 
prolifératives des virus visibles: la phase élémentaire et la phase 
ricketlsienne, et nous avons établi que la phase élémentaire constituait 
un yéritable « équivalent L » de microorganismes rickettsiens [41]. 

C’est le milieu cellulaire utilisé pour les cultures qui joue le rdéle 
principal dans Je déterminisme des phases et c’est principalement sur 
Pépithélium chorial qu’on obtient les éléments rickettsiens les plus 
typiques [4, 2]. 

Cependant, certaines souches passent plus facilement que d’autres 
en phase rickettsienne et il faut tenir compte de cette aptitude si l’on 
veut obtenir les « rickettsies » en culture pure [4]. 

Le virus d’avortement de la brebis est peut-étre, de ce point de vue, 
le germe Je plus favorable. Aussi nous sommes-nous adressés, pour 
suivre la multiplication au cours de la phase rickettsienne des cultures, 
a la souche « Compiégne 56 » du virus de l’avortement et avons-nous 
pratiqué l’inoculation sur la chorio-allantoide (1). 


Résutrats. — On peut tout d’abord remarquer la prédominance sur 
les frottis des éléments « rickettsiens » au repos par rapport aux 
microorganismes en division. Cette constatation permet de penser que 
la division dans son ensemble est un phénoméne relativement. rapide, 
dont la durée est, en tout cas, bien inférieure a celle du stade « quies- 
cent » des germes. 

1° Au repos, Jes virus en phase rickettsienne mesurent en moyenne 
1,5 w de long sur 0,8 w de large. Hs sont pourvus de deux masses 
chromatiques polaires séparées par un espace clair central et réunies 
latéralement entre elles par deux ponts extrémement fins mais trés 
nettement colorables [4]. 

Au Wright, les structures colorables sont violettes ; elles sont bleues 
au Macchiavello (leur affinité pour le bleu de méthyléne est donc plus 
grande que leur affinité pour la fuchsine basique [3]). 


(1) Nous avons utilisé pour inoculation des coufs de poule au septiéme 
jour de leur incubation 4 38° C. 
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Avec la technique de Piekarski-Robinow (2), on met en évidence une 
coloration élective des seuls granules chromatiques polaires qui pren- 
nent alors Je colorant avec .une extréme intensité. Ces granules ont 
done les propriétés classiquement attribuées aux noyauxr des bactéries 
et cette constatation,.a été pour nous un. encouragement supplémen- 
taire 4 l’étude soignée de ls comportement pendant les phénoménes 
de la division. 


2° Au cours de la division, il n’y a aucune modification des affinités 
linctoriales. La division elle-méme s‘effectue, comme celle des corps 
élémentaires, par bipartition transversale : la particule virulente s’étire 
d‘abord en son milieu pour se scinder finalement en deux particules- 
filles absolument équivalentes entre elles. 

La bipartition du virus s’accompagne toujours de la _ bipartition 
simullanée des granules polaires, de sorte que chacune des « rickett- 


—_~ C) 
—> ap <a 
—» 
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| ame | 
Fic. 1. — Division des gros virus au cours de Ja phase rickettsienne 
des cultures. Diagramme représentatif. — 1) Elément caractéristique de 
la phase rickellsienne au repos. — 2) Allongement de la « rickettsie » avec 
étirement (transversal) simultané des masses chromatiques polaires. — 
3) Constriction centrale du corps rickettsien et début de séparation des 
eranules polaires par migration A la périphérie du germe. -- 4) Fin de la 


hipartition rickettsienne. Accolement transitoire des éléments-fils. — 5) Fin 
de la division et retour a la morphologie bipolaire caractéristique. 


sies »-filles retrouve presque instantanément Ja morphologie bipolaire 
originelle. 

Si J’on suit dans le détail l’évolution de la division, on constate, 
en effet, que l’allongement (longitudinal) de la « rickettsie » en division 
est contemporain d’un étirement des masses chromatiques polaires qui 
s’effectue selon un axe transversal par rapport au grand axe de la 
particule virulente. 

Chacune des deux masses chromatiques ainsi étirées s’effile bientdt 
en son milieu et donne naissance de la sorte } deux masses chroma- 


(2) Sur des frottis préalablement fixés A l’aleool méthylique aprés dessic- 
cation, nous avons elfectué une hydrolyse par Je CIH N/1 A 60° et pendant 
cing minutes, Puis, aprés un rincage soigneux A l’eau distillée, nous avons 
selon Jes conseils du Dr Piéchaud [4], procédé A une coloration par un 
mélange d’éosinates d’azurs, relativement pauvre en bleu de méthyleéne. 
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liques-filles qui commencent & s’éloigner l'une de autre par migration 
a la peériphérie du germe. 

Au moment ot les « rickettsies,»-filles vont se séparer définitive- 
ment, les masses chromatiques-filles se trouvent donc aussi parfaite- 
ment individualisées et on comprend qu'il suffise alors d’un simple 
allongement des particules virulentes néoformées pour que ces éléments 
reprennent intégralement leur morphologie bipolaire caractéristique. 


RésuME. — C’est avec le virus d’avortement de la brebis qu’on observe 
au mieux les particularités de division de la phase rickettsienne des 
gros virus, 4 condition, toutefois, de pratiquer la culture sur ]’é6pithé- 
lium chorial de loeuf de poule. 

Bien qu’elle s’effectue par bipartition transversale des germes, comme 
la division des corps élémentaires, la division des gros virus est beau- 
coup plus complexe pendant la phase rickettsienne que pendant la 
phase élémentaire. La division des masses chromatiques polaires accom- 
pagne, en effet, toujours la division proprement dite du virus. 

Malgré sa complexité relative, la division en phase rickettsienne ne 
parait guére plus longue que celle des corps élémentaires et correspond, 
semble-t-il, & un temps relativement court par rapport A la vie indi- 
viduelle des microorganismes. 


SUMMARY 


THE RICKETTSIAL PHASE OF THE VIRUSES 
OF THE PSITTACOSIS-LYMPHOGRANULOMA GROUP. MECHANISM OF THE DIVISION. 


During the rickettsial phase of the cultures, the division of large 
viruses (trachoma-psittacosis-lymphogranuloma group) is more complex 
than that of the elementary bodies. The division of the virulent 
particles is always accompanied by the bipartition of the polar granules 
of chromatin, which are Piekarski-Robinow positive. 
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A PROPOS 
DE LA TRANSFORMATION DE SOUCHES BANALES 
DE B. CEREUS FRANK ET FRANK 
EN SOUCHES CRISTALLOPHORES PATHOGENES 
POUR LES INSECTES 


par Y. LE CORROLLER. 


(Institut Pasteur) 


Hannay, dans une étude morphologique de Bacillus thuringiensis 
Berliner, germe parasite d’Ephestia kuhniella Hbn, a attiré l’attention 
des chercheurs sur des inclusions protéiques cristallines de ce germe 
et a émis une hypothése sur la toxicité de ces inclusions [3]. 

L’effet toxique de ces cristaux, isolés du corps bactérien, a été établi 
par Angus [4] en ce qui concerne B. sotto, puis confirmé par Touma- 
noff [7] pour Bacillus cereus var. alesti Toum. et Vago, et leur étude 
biochimique a été faite par Hannay et Fitz James [4]. 

Certains auteurs [2], attribuant 4 ces cristaux une valeur taxono- 
mique, estiment que toutes les souches entomophytes 4 inclusions 
cristallines doivent étre rapportées a B. thuringiensis Berliner. 

Toumanoff [8] considére ces souches comme étant des variétés de 
Bacillus cereus Frank et Frank, adaptées au parasitisme des insectes 
étudiés et qu’il désigne sous le terme de souches cristallophores. 
Certaines de ces souches en effet, et plus spécialement Bacillus cereus 
var. alesli, attestent une individualité indiscutable [6]. 

Dans une de ses derniéres publications, Toumanoff [9] rapporte 
qu’une souche ordinaire de Bacillus cereus Frank et Frank (A 30), non 
pathogéne, et ne formant pas de cristaux, a pu étre rendue virulente 
per os, et cristallophore, par un certain nombre de passages chez 
Galleria melonella (par injection dans la cavité générale). 

Nous avons cru intéressant de vérifier s’il s’agissait 1A d’un fait 
isolé se rapportant & une souche qui s’est prétée spécialement A une 
transformation, ou bien si d’autres souches saprophytes, provenant de 
la collection de l'Institut Pasteur, pouvaient également modifier leurs 
propriétés dans la cavité générale de l’insecte. 

Nous avons choisi deux souches de Bacillus cereus Frank et Frank 
provenant de la collection de l'Institut Pasteur: A5 provenant d’un 
malt (I. P. 1938) et 5257 envoyé par la « New Jersey Agriculture Sta- 
tion » (I. BP. 201): 

Ces deux souches, rigoureusement apathogénes pour Galleria melo- 
nella per os, sont par contre virulentes pour cette chenille par injection 
(en suspension riche) dans sa cavité générale et la tuent constamment 
en moins de vingt-quatre heures. 

Le prélévement et l’ensemencement sur gélose du sang de la chenille 


MILIEUX DE 


Galactose 
Lévulose 
Xylose 
Lactose 
Maltose 
Saccharose 
Arabinose 


Mannitol 
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+ 


SOCIETE FRANCAISE DE 


SOUCHE A 5 
CRISTALLOPHORE 
(14@ passage) 


Culture + 


Indol : o 


Culture 
Mobilité 
Liquéf. 


Rosissement + 
Digestion : o 


Culture + 


Culture +++ 
Pas de rosis- 
sement 


Culture 
Liquéf. 


Culture 
Pigment : 


infectée permettent disoler aisément le 


MICROBIOLOGIE 67 


SOUCHE 5257 


Mobilité + 
Liquéf. o 
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Digestion lente 
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SOUCHE 5257 
CRISTALLOPHORE 
(102 passage ) 
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Indol 
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Mobilité + 
Liquéf. o 


Rosissement ++ 
Digestion lente 
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Culture +++ 
Pas de rosis- 
sement 


Culture ++ 
Légére fonte 
lente 


Culture ++ 
Pigment : 


cereus infectant et de le réin- 


jecter (dans la cavité générale) 4 d’autres chenilles (deuxiéme passage). 

Nous avons ainsi effectué 15 passages par injection pour chacun des 
deux germes. 

Les 30 cultures correspondant 4 ces passages, dgées de 1 A 6 mois, 
ne montrent pas de cristaux caractéristiques. Néanmoins elles sont 
administrées per os A autant de lots de Galleria (par badigeonnage de 
la cire donnée aux chenilles). Seul le deuxiéme passage de cereus A5 
(culture A4gée de 5 mois 1/2 environ) se montre virulent pour Galleria 
melonella per os (2 chenilles sur 5 sont mortes en vingt-quatre a 
quarante-huit heures, présentant une seplicémie généralisée). 

Le prélévement du sang des chenilles mortes permet d’isoler aisé- 
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ment ce premier passage per os de cereus A5 (deuxi€me passage par 
injection) ; nous l’appellerons « A5\2) per os 1 ». Réadministrée per os 
3} un autre lot de chenilles, celle culture se montre tout aussi viru- 
lente pour les Galleria 4 partir desquelles on isole : « Ad (2) per os 2. 

Ces deux cultures, isolées apres passage per os, ne montrent pas 
alors de formations cristallines, mais cxaminées réguliérement, elles 
permettent d’observer deux mois et demi plus tard de petits cristaux 
imparfaits (1). 

La culture oviginelle A5 (2) est alors a4gée de 8 mois. 

La ‘virulence de « A5(2) per os 1 » et de « A5(2) per os 2 » est 
immédiatement vérifiée cl confirmée & nouveau sur Galleria et sur 
Pieris brassicae. 

Les 30 cultures provenant des passages par injection (15 pour Ad et 
15 pour 5257) et agées A ce moment de 4.’ 9 mois, sont alors examinées 
soigneusement au microscope el permettent de constater la présence de 
nombreux cristaux, souvent imparfaits, dans plusieurs souches, les plus 
beaux cristaux correspondant aux cultures agées de 8 & 9 mois pour 
A5, et de 6 & 7 mois pour 5257. 

Les 30 cultures sont administrées & autant de lots de 5 Galleria, et 
seules les cultures correspondant au quatorzi¢éme passage par injection 
pour A5 (culture de 5 mois) ect au dixi¢me passage par injection pour 
5257 (culture de 6 mois) se montrent virulentes, 5257 (10) présentant 
de beaux cristaux, A5 (14) des cristaux trés imparfaits. 

L’étude des caracléres biochimiques courants des souches deyenues 
cristallophores montre que celles-ci restent identiques, quant a ces 
caractéres, aux souches de départ (Cf. tableau). 

Il ressort de cette expérimentation les principaux faits suivants. 

1° Tl ne parait pas y avoir de parallélisme constant entre l’apparition 
des cristaux et celle de la virulence chez les cereus étudiés. Si, pour 
cereus 5257, Vapparilion des cristaux parfaits (six & sept mois) suit de 
lrés pres l’apparition de la virulence (six mois), pour A5 les beaux 
cristaux n’apparaissent qu’entre huit et neuf mois alors que Ja viru- 
lence se manifeste au sixiéme mois. 

2° La virulence pour Galleria, oblenue apres passages par injection 
chez cette chenille, semble apparaitre de fagon fugitive 4 un Age déter- 
miné pour un cereus donné ; ainsi A5 (2), devenue virulente au bout 
de cing mois et demi, ne Vest plus deux mois et demi aprés, mais 
c'est A5 (14) agée de 5 mois qui Vest devenue. La virulence pour A5 
semble donc se siluer entre cinq et six mois aprés le passage par 
injection. Il semble done que la virulence soit beaucoup plus liée 
’ lage de la culture aprés le passage dans la cavité générale de ]’insecte, 
qu’au nombre de ces passages. 

3° Par contre, le passage per os d'une culture, obtenue par passage 
par injection et devenue virulente, semble prolonger sensiblement la 
virulence ; ainsi « A5(2) per os 1 » est encore virulente deux mois ct 
demi aprés l’apparition de cette virulence, alors qu’A5 (2) ne Vest plus 
du tout. 

4° Enfin Ja qualité et le nombre de cristaux apparaissant chez des 


(1) L’aspect de ces cristaux correspond & la figure A du travail de Tou- 
manoff sur A 30 [9]. 
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cereus banaux apres passage chez linsecle semblent trés différents 
selon les germes, et si aucune de nos deux souches ne présente les 
belles formations cristallines qui caractérisent cereus alesli, cereus 5257 
montre des cristaux plus rares mais plus parfails que ceux de cereus A5, 
nombreux mais petits et moins beaux. 

On peut déduire de ces expériences que la transformation d’un 
cereus banal en entomophage cristallophore et virulent n’est pas limitée 
i la souche étudiée antérieurement par Toumanoff. 

La valeur taxonomique des cristaux chez les variélés entomophytes 
de B. cereus Frank et Frank ne semble donc pas pouvoir étre retenue. 


SUMMARY 


THE TRANSFORMATION OF COMMON STRAINS OF B. Cereus FRANK AND FRANK 
INTO CRYSTALLOPHOROUS STRAINS, PATHOGENIC FOR INSECTS. 


The experiments demonstrate that the transformation of a common 
strain of B. cereus into an entomophage, crystallophorous, virulent 
strain, is not limited to the strain previously studied by Toumanoff. 

The presence of crystals in entomophyte yaricties does not seem 
therefore to have any taxonomic importance. 
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ACTIVATION BIOLOGIQUE DE SOLS CARENCES EN P, 
PAR ADDITION DE PHOSPHATES NATURELS 


par A. ROCHE. 


(Inslilut Pasteur, Service de Microbiologie du Sol) 


Le phosphore minéral, que les végélaux supérieurs et microorga- 
nismes doivent puiser dans le sol, y existe, ou y est apporté, en grande 
partie sous forme insoluble. Son assimilation exige donc une solubili- 
sation préalable. 

Des 1900 (Stoklasa et coll. [4]), les microorganismes du sol ont 
été proposés comme agents de cette solubilisation, en coopération avec 
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les plantes. En effet, ces derniéres, en présence de phosphates inso- 
lubles, assimilent moins de P en cultures stériles qu’en cultures 
infectées par des bactéries telluriques (Gerretsen [2]) ; mais les 
modes de solubilisation biologique de P minéral dans le sol demeurent 
cachés, si ce n’est celui par le dégagement de CO,. Le gaz carbonique 
libéré du sol par ses activités métaboliques, en particulier microbio- 
logiques, solubilise les phosphates naturels et libére des ions phospho- 
riques utilisables par les végétaux (Meyer [3]). 

Seu] mécanisme connu de solubilisation des phosphates (avec l’hypo- 
thése de sécrétions radiculaires), le dégagement de CO, par le sol reste 
a préciser dans cet effet. Test courant de l’activité globale des terres, 
il nous servira donc a introduire 1]’étude du métabolisme tellurique 
de P, en liaison avec la microflore totale. Ce sont les deux points 
présentés ici. 

Notre étude porte sur des terres carencées en P (d’indice Morgan trés 
faible) et de pH voisin de la neutralité. Les phosphates testés sont des 
mélanges contenant 26 4 38 p. 100 de P,O,. 

Pour chaque terre, deux échantillons sont préparés : 

a) L’un étant la terre simplement humidifiée et servant de témoin ; 

b) L’autre étant la terre humidifiée et, de plus, enrichie en phos- 
phates 4 raison de 0,5 g¢ pour 100 g de terre. Les deux échantillons 
sont incubés 4 l’étuve a 28° C. 

Nous étudions : 

a) La quantité de CO, dégagée pendant une période déterminée ; 

b) Le nombre de germes avant et aprés incubation. 


TECHNIQUES. — Dosage de CO,. — Le processus expérimental consiste 
en un dosage du CO, libéré par les microorganismes. Une étude 
statistique des expériences préliminaires a permis de montrer que 
Vinfluence du temps est plus importante que celle de la variation due 
i Vhétérogénéité des terres. Nous avons donc été amené a doser le CO, 
quotidiennement, & heure fixe et ce, pendant un minimum de deux 
semaines. 

La terre est déposée dans des boites, munies en leur centre d’une 
cupule contenant de la soude, destinée & absorber le CO, émis. Les 
boites fermées sont mises 4 28° C. Une partie de Ja soude est neutra- 
lisée par le CO, sous forme de carbonate de sodium ; lors du dosage, 
nous le déplacons, par du chlorure de baryum en excés, sous forme 
de carbonate de baryum insoluble. La soude libre est neutralisée par 
de l’acide chlorhydrique. Les mesures sont corrigées en tenant compte 
de la carbonatation de la soude. Le dégagement de CO, est exprimé 
en milligrammes pour 20 g de terre. 


Numération de la microflore totale. — Nous utilisons la technique 
de Chalvignac [4], qui consiste en 1’ensemencement d’un milieu liquide 
(extrait de terre) au moyen d’une série de dilutions-suspensions de 
terre de 10-5 4 10—, 4 raison de 5 tubes par dilution. La numération 
des germes, aprés sept jours d’incubation 4 28° C, se fait A l’aide de 
la table de Mc Grady. 


Résutrars. — Dans une premiére série d’expériences, nous avons 
opéré sur 7 terres carencées en phosphore et additionnées d’un méme 
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phosphate (de Gafsa). Il ne saurait étre question de donner ici oI 
totalité des résultats obtenus. Aussi avons-nous choisi de présenter les 
taux cumulatifs de dégagement de CO, relatifs 4 chaque terre. Une 
seule de ces terres sera ensuite prise comme exemple de l’évolution 
journaliére du dégagement de CO,. 

Le total des quantités de CO, émis par chaque terre, apres quinze 
jours d’incubation, est donné dans le tableau TI. 
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D’autre part, la figure 1 illustre pour une terre la libération de CO, 
en fonction du temps, et en présence ou non de phosphate. 

Dans une deuxitme série d’expériences, nous avons enrichi une méme 
terre en phosphates différents (notés A, B, C€, D,, D,). L’action de 
chacun de ces phosphates est représentée dans la figure 2. 

L’examen de ces données permet d’avancer que : 


1° Le dégagement de CO, est toujours plus intense en présence de 


phosphate, le coefficient d’augmentation varie de 1,2 a 5,8. 
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2° L’ampleur de cette libération varie avec les divers phosphates 
naturels ainsi qu’avec les terres. 

Le dégagement de CO, traduisant l’activité biologique globale du sol, 
on peut dire que son augmentation, par addition de phosphates, 
correspond a une véritable « activation ». La numération de la micro- 
flore totale le confirme d’ailleurs pleinement. Cette numération, effec- 
tuée, d’une part, sur la terre incubée sans phosphate, d’autre part, 
sur la terre incubée avec phosphate, montre toujours la nette prévalence 


TaBLeAu II. 


Nombre de germes Nombre de germes avec P 
Nombre de germes sans P 


de cette derniére du point de vue de la richesse en germes. Dans 
le tableau IL sont rassemblés les résultats relatifs & quelques échantil- 
lons de terre. 

L’on voit que l’incubation des terres en présence de phosphates 
naturels insolubles déclenche toujours une stimulation de la microflore 
tellurique ; suivant les cas, le nombre de germes se trouve multiplié 
par un coefficient variant de 1,3 a 9. 


ConcLusions. — L’étude des résultats présentés permet de tirer les 
principales conclusions suivantes : 


1° L’incubation 4 28° C de terres, en présence de phosphates naturels 
insolubles, provoque une activation biologique de ces terres, traduite 
par le dégagement de CO, et la richesse de la microflore totale. Ces 
deux propriétés sont en effet constamment augmentées. 

2° L’influence stimulante d’un méme phosphate sur l’activité de ia 
micropopulation tellurique, mesurée par l’émission de CO,, varie dans 
d’assez grandes proportions suivant les terres. 

3° La réponse d’une méme terre a différents phosphates varie aussi 
en intensité, mais l’allure du phénoméne est semblable dans tous les 
cas. 

4° J] existe un parallélisme net entre l’importance du dégagement 
de CO,, sous l’influence des phosphates additionnels, et la numération 
de la microflore totale. Nous notons que les terres 4 fort dégagement 
de CO, présentent une plus grande quantité de germes. 


Annales de VInstitut Pasteur, 94. n° 5, 1958. 44 


678 ANNALES DE L’INSTITUT PASTHUR 


L’activation biologique obseryée ainsi globalement, sur la microflore 
totale, différe dans le détail, suivant les groupes fonctionnels. De plus, 
elle est directement liée 4 la solubilisation des phosphates ajoutés. Ces 
deux points, qui sont actuellement & 1’étude, feront Vobjet de commu- 
nications ultérieures. 


SUMMARY 


BIOCHEMICAL ACTIVATION OF SOILS DEPRIVED OF P BY ADDITION 
OF NATURAL PHOSPHATES. 


The incubation at 28°C of soils with insoluble natural phosphates 
induces biological activation of these soils. The production of CO, 
and the number of microorganisms increase, and the parallelism 
between these two properties is confirmed. The importance of biolo- 
gical stimulation depends on the nature of phosphates and of soils. 
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J. Pochon et H. de Barjac. — Traité de Microbiologie des sols. 1 vol., 
685 p., Dunod, édit., Paris, 1958. Prix : 6 500 fr. 


La grande compétence des auteurs en la mati¢re leur a permis de 
réunir dans ce trés important volume la somme des connaissances 
acquises sur le sujet, les plus classiques comme les plus récentes, et 
d’embrasser non seulement |’étude de la microflore tellurique, mais 
aussi celle du sol lui-méme (pédogenése, évolution du sol, composition 
chimique, classification, etc.). L’ouvrage étudie a fond les problémes 
des fixateurs de l’azote atmosphérique, du cycle de l’azote et des diffé- 
rents éléments minéraux (soufre, fer, etc.), la dégradation des com- 
posés du carbone et notamment les nouveaux aspects de la cellulolyse, 
les notions nouvelles, actuellement en pleine évolution, relatives a la 
« Thizosphére », qui mettent en évidence l’extréme différence entre la 
vie des plantes en milieu aseptique et minéral et leur vie dans le 
complexe vivant et organique du sol. Il envisage, d’autre part, les 
acquisitions déjd anciennes concernant les symbioses entre micro- 
organismes et racines des iégumineuses, arbres forestiers et champi- 
gnons, etc. Les chapitres consacrés 4 la fertilité des sols en fonction 
de leur microflore, & humus, aux engrais, intéresseront tout spéciale- 
ment les agronomes. L’ouvrage, illustré de trés nombreuses figures, 
courbes et tableaux, s’adresse donc A un public étendu, et les impor- 
tants index (index des auteurs, des noms latins des microorganismes 
et des végétaux supérieurs, table analylique) qui le complétent en 


rendront l’usage particuliérement aisé. 
Ee 


H. McIlwain. — Chemotherapy and the central nervous system. 1 vol., 
328 p., J. et A. Churchill, édit., Londres, 1957. Prix : 45 shillings. 


Ce livre est constitué par la réunion de conférences faites par ]’auteur 
4 diverses occasions et de travaux réalisés dans différentes Facultés de 
Londres et d’ailleurs. IL a deux buts: d’abord exposer les méthodes 
et les principes de la chimiothérapie, ensuite décrire lapplication de 
la chimiothérapie au traitement des maladies mentales. Il traite ta 
question non seulement du point de vue clinique, mais aussi du point 
de vue chimique, biochimique, pharmacologique, physiologique. Il 
étudie successivement Jes médicaments spécifiques dans certaines infec- 
tions (maladie du sommeil, etc.), puis les analgésiques, les anti-convul- 
sivants et les substances actives soit comme excitants, soit comme 


calmants dans les maladies nerveuses et mentales. 
lal, at, 


P. Alexander. — Atomic radiation and life. 1 vol., 240 p., Penguin 
Books, Baltimore, U.S. A., 1957. Prix: 3/6. 


Ce trés intéressant petit livre de vulgarisation s’adresse au profane 
et lui permet de se rendre compte de 1’état actuel de la question. I 
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expose les faits acquis et les inconnues qui subsistent. Il montre com- 
ment les radiations peuvent modifier la vie d’une cellule ou celle de 
Vanimal tout entier, provoquer ou guérir le cancer, altérer les méca- 
nismes génétiques, et indique les rapports entre radiations et substances 
radio-mimétiques. Quant aux mécanismes qui produisent ces effets 


biologiques, ils sont encore fort mal connus. 
Hes 


H. Ramioul. — Le danger des radiations pour homme. 1 yol., 144 p., 
Masson, édit., Paris, 1957. Prix : 1 260 fr. 


Ce livre se propose de fournir 4 un large public une documentation 
précise, physico-chimique et biologique, en matiére atomique. Il est 
divisé en deux parties : la premitre donne toutes les notions élémen- 
taires de physique nucléaire ; la seconde étudie en détail l’action des 


radiations sur les étres vivants. 
ils 4b. 


N. C. Oswald. — Recent trends in chronic bronchitis. 1 vol., 199 p., 
74 fig., Lloyd-Luke, édit., Londres, 1958. Prix : 30 shillings. 


Cet ouvrage est la réunion d’articles écrits par différents spécialistes, 
appartenant au Brompton Hospital ou a l'Institut of Diseases of the 
Chest, de Londres, sur le diagnostic, la prévention et le traitement 
de la bronchite chronique. 

N.C. Oswald, lui-méme directeur du Brompton Hospital, y a apporté 
une contribution importante en rédigeant plusieurs des chapitres. 
L’ensemble, basé sur les résultats obtenus sur plus de 1000 malades, 


constitue une vue générale de la question. 
Heals 


C. W. Shoppee. — Chemistry of the steroids. 1 vol., 314 p., Butter- 
worths Scientific Publications, Londres, 1958. Prix : 50 shillings. 


Bien que la question des stéroides ait suscité au cours de ces der- 
niéres années une activité et un intérét toujours plus grands, il n’exis- 
tait aucun ouvrage récent sur le sujet. Le présent volume se propose 
de présenter, sous une forme aussi concise que possible, ]’état actuel 
de la question. I] étudie surtout les hormones sexuelles et adréno- 
corticotropes, les glycosides et aglycones tonicardiaques, les saponines 
et les sapogénines. I] décrit la stéréochimie et la synthése de ces 
composés. Chaque chapitre comporte une importante bibliographie 
a jour jusqu’en 1955 et qui comprend parfois aussi quelques-uns des 
travaux les plus importants parus en 1956. 
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